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Zusammenfassung

Bei der axialen Spondyloarthritis (ax-SpA) handelt es sich um eine chronisch-
entzundliche, rheumatische Erkrankung. Das Hauptsymptom ist ein entzindlicher
Ruckenschmerz, vorrangig im lumbalen Teil der Wirbelsaule, wobei auch systemische
Manifestationen wie chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED), Psoriasis etc.
moglich sind. Im Verlauf kommt es zusatzlich zum inflammatorischen Geschehen, zu
vermehrt strukturellen Veranderungen des skelettalen Systems mit Osteopenie,
osteophytaren Anbauten, Syndesmophyten und einer zunehmenden Versteifung der
Wirbelsaule. Um Patientlnnen mit einem erhdhten Risiko fur eine schnelle Progression
der Erkrankung frihzeitig zu identifizieren, wurden verschiedene Biomarker auf eine

mogliche Pradiktion dieser Progression untersucht.

Methodik: Hierfir wurden 137 Patientinnen mit einer radiografischen axialen
Spondyloathritis unter TNFa-Inhibitortherapie aus der Groningen Leeuwarden Axial
Spondyloarthritis (GLAS) -Kohorte in die Studie eingeschlossen. Zur Baseline, sowie
nach 2, 4 und 6 Jahren erfolgten Rontgenaufnahmen und zu Beginn, nach 3 Monaten, 2
und 6 Jahren Blutentnahmen. Eine radiografische Progression wurde entweder als
Differenz des Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Score (MSASSS) =2 nach 2 Jahren,
=4 nach 4 Jahren und 24 nach 6 Jahren oder als Syndesmophytenneubildung =1 nach 2
Jahren, 22 nach 4 und =2 nach 6 Jahren definiert. Die Seren der Patientinnen wurden
mittels Sandwich-ELISAs auf die Konzentrationen von 10 Biomarkern untersucht:
Matrixmetalloproteinase-3 (MMP-3), Calprotectin, Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Leptin, Visfatin, Sclerostin, Serum Amyloid A (SAA), High-Molecular-Weight-
Adiponektin (HMW-Adiponektin), N-terminal Propeptid des Typ Il Kollagens (PIINP) und
Osteoprotegerin (OPG). Der Zusammenhang zwischen radiografischer Progression und
den einzelnen Biomarkern, Biomarkerkombinationen und Biomarkerverlaufen wurde
mittels logistischer Regressionsanalyse und Receiver Operating Characteristic (ROC)-

Analyse analysiert.

Ergebnisse: Calprotectin und Visfatin zeigten eine signifikante Assoziation mit der
radiografischen Progression nach 2 Jahren, Leptin eine signifikante Assoziation mit der
radiografischen Progression nach 4 Jahren und Leptin und MMP-3 eine signifikante
Assoziation mit der radiografischen Progression nach 6 Jahren. Die Biomarkerverlaufe
von Visfatin und Leptin Uber den Zeitraum von 2 Jahren wiesen ebenfalls signifikante

Ergebnisse auf.
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Schlussfolgerung: Die Biomarker Visfatin, Calprotectin, Leptin und MMP-3 sind mit einer

spinalen radiografischen Progression assoziiert.
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Abstract

Axial spondyloarthritis is a chronic, inflammatory rheumatic disease. The main symptom
of the disease is inflammatory back pain, although extra-musculoskeletal manifestations
such as inflammatory bowel disease or psoriasis might also be present. While the disease
is progressing, structural changes of the skeletal systems detectable by X-rays (such as
syndemophytes) may occur. This work was aimed at identification of biomarkers with
predictive value regarding radiographic spinal progression in patients with axial
spondyloarthritis.

Method: A total of 137 patients with radiographic axial spondyloarthritis under treatment
with TNFa-blockers from the Groningen Leeuwarden Axial Spondyloarthritis (GLAS)
cohort were included. At Baseline, after 2, 4 and 6 years X-rays were performed and after
3 month, 2 and 6 years blood samples taken. A radiographic progression was either
defined as a difference of the Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Score (INSASSS) 22
after 2 years, 24 after 4 years or 24 after 6 years or due to syndesmophyte formation =21
after 2 years, =2 after 4 years or 22 after 6 years. The patient’'s serum samples were
evaluated on biomarker concentrations via Sandwich-ELISAs for the following 10
biomarkers: Matrixmetalloproteinase-3 (MMP-3), Calprotectin, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Leptin, Visfatin, Sclerostin, Serum Amyloid A (SAA), High-
Molecular-Weight-Adiponektin  (HMW-Adiponektin), N-terminal propeptid of type Il
collagen (PIINP) and Osteoprotegerin (OPG). The association of radiographic spinal
progression and the single biomarkers and biomarker combinations were analysed with
logistics regression and Receiver Operating Characteristic (ROC) analysis.

Results: Calprotectin and Visfatin showed a significant association with radiographic
progression after 2 years, Leptin a significant association with radiographic progression
after 4 years and MMP-3 and Leptin a significant association with the radiographic
progression after 6 years. Changes of the serum level of Visfatin and Leptin over the time
of 2 years showed a significant association with radiographic spinal progression as well.

Conclusion: The biomarkers Visfatin, Calprotectin, Leptin and MMP-3 are associated with
spinal radiographic progression.
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1.Einleitung
1.1 Definition der axialen Spondyloarthritis

Bei den Spondyloarthritiden handelt es sich um eine Gruppe von entzindlichen,
rheumatischen Erkrankungen (Kiltz et al., 2014, Sieper und Poddubnyy, 2017). Sie
werden in die axiale und periphere Spondyloarthritis unterteilt (Sieper und Poddubnyy,
2017, Kiltz et al., 2014). Die Erkrankungsgruppe umfasst auch die Psoriasisarthritis, die
mit CEDs assoziierten Arthritiden und die reaktive Arthritis, wobei es oft zu
Uberlappungen der verschiedenen Krankheitsbilder kommt (Robinson et al., 2021, Sieper
and Poddubnyy, 2017). Den Untergruppen gemein ist die Assoziation mit einer Variante
eines Maijor Histocompatibility Complex (MHC)-Klasse-1-Antigen, dem
Histokompatibilitadtskomplex (HLA)- B27, welches bei 80-90% der Betroffenen vorliegt
(Kiltz et al., 2014, Thomas and Brown, 2010).

Die axiale Spondyloarthritis kann anhand der modifizierten New York-Kriterien weiter in
die radiografische axiale Spondyloarthritis (r-axSpA), welche auch als ankylosierende
Spondylitis (AS) bezeichnet wird und die nicht-radiografische axiale Spondyloarthritis (nr-
axSpA) eingeteilt werden (Sieper and Poddubnyy, 2017, Robinson et al., 2021). Die nr-
axSpA kann als mildere Verlaufsform bzw. als Fruhstadium der axialen Spondyloarthritis
gewertet werden und sich im Verlauf zur radiografischen axialen Spondyloarthritis
entwickeln (Sieper and Poddubnyy, 2017). Das Leitsymptom der axialen

Spondyloarthritis ist der entziindliche Rickenschmerz (Kiltz et al., 2014).
1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der axialen Spondyloarthritis liegt zwischen 0,4-2% weltweit bzw. 0,3-0,5%
in Deutschland (Kiltz et al., 2014). Populationen mit einer héheren Gesamtpravalenz der
HLA-B27 -Variante des MHC-I-Molekuls in der Bevolkerung, weisen auch korrelierend
hoéhere Pravalenzen an Spondyloarthritiden auf (Stolwijk et al., 2016).

Manner sind mit einem Verhaltnis von 2:1 haufiger von der r-axSpA betroffen, wahrend
von der nr-axSpa beide Geschlechter im selben Verhaltnis betroffen sind (Martin
Rudwaleit, 2009, Sieper and Poddubnyy, 2017). Frauen weisen einen spateren

Krankheitsbeginn und eine hohere Krankheitslast bei geringeren rontgenologischen
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Veranderungen auf (A. Tournadre, 2013, Kiltz et al., 2014, van der Horst-Bruinsma et al.,
2013).

Die Erkrankung manifestiert sich meist zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr (Kiltz et al.,
2014, Sieper and Poddubnyy, 2017). Patientinnen mit einem positiven HLA-B27 Antigen

zeigen einen circa 5 Jahre friheren Krankheitsbeginn (Martin Rudwaleit, 2009).

1.3 Pathogenese und Knochenstoffwechsel

Die Pathogenese der axialen Spondyloarthritis ist noch nicht vollstandig verstanden.
Mehrere Faktoren, die Teilaspekte dieser erklaren sind jedoch identifiziert:

1.3.1 Genetik

Viele Patientinnen weisen eine genetische Pradisposition fur die Erkrankung der
Spondyloarthritis auf. In Zwillingsstudien zeigte sich eine Erkrankungskonkordanz von
ca. 90% (Brown et al.,, 1997). Mehrere verantwortliche Gene wurden identifiziert:
Vorrangig zu nennen ist hier erneut der Polymorphismus des HLA-B27 Molekuls, welches
als MHC-Klasse-l Komplex Antigene zur Erkennung durch zytotoxische T-Zellen
prasentiert (Sieper and Poddubnyy, 2017). Ebenfalls assoziiert sind genetische
Polymorphismen der Endoplasmatic Reticulum Aminopeptidasen 1 und 2 (ERAP-1 und -
2) (Sieper and Poddubnyy, 2017). Es handelt sich um Proteine der Familie der Zink-
Metallopeptidasen, welche Peptide, die anschieliend Uber MHC-Klasse-1 Komplexe
prasentiert werden, fragmentieren (Sharip and Kunz, 2020). Nach HLA-B27 ist der ERAP-
1 und -2 Polymorphismus der am zweithaufigsten assoziierte, genetische
Polymorphismus (Evans et al., 2011). Gemeinsam erklaren sie 70% der genetischen
Pradisposition der Erkrankung (Brown, 2008, Sharip and Kunz, 2020). Somit scheint eine
veranderte Antigenprasentation durch gestorte Proteinfaltung und -funktion der eben
Genannten, die Entwicklung von Autoimmunitat zu begunstigen (Sieper and Poddubnyy,
2017). Ein weiteres wichtiges Gen, welches in die Pathogenese der Erkrankung involviert
ist, kodiert fir den Interleukin-23 Rezeptor (Sieper and Poddubnyy, 2017). Dieser
stimuliert T-Helferzellen und modelliert somit ebenfalls die Immunantwort (Brown et al.,
1997, Ellinghaus et al., 2016, Sieper and Poddubnyy, 2017).
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1.3.2 Immunsystem

Veranderungen der Immunantwort im Rahmen von Entzindungsreaktionen nehmen eine
wichtige Rolle im Krankheitsverstandnis der axSpA ein. Hier zu nennen ist zunachst der
Einfluss des Zytokins Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a). In Biopsien des lliosakralgelenks
von Patientinnen mit r-axSpA zeigte sich eine vermehrte Expression des
Entzindungsmediators, sowie eine vermehrte Infiltration von T-Zellen und Makrophagen
(Braun et al., 1995). TNFa ist ein stark proinflammatorisches Zytokin, welches Uber
verschiedene Signalwege Zu Entzindungszeichen wie Odembildung,
Leukozytenadhasion und oxidativem Stress des Gewebes beitragt (Zelova and HoSek,
2013). Dies kdnnte eine Erklarung fur die erfolgreich bei Spondyloarthritiden eingesetzte

Biologikatherapie mit TNFa-Inhibitoren bieten (Braun et al., 1995).

Des Weiteren ist der Interleukin-23/ Interleukin-17-Weg bedeutsam: Interleukin-17 wird
im Gewebe von Patientlnnen mit axSpA vermehrt von Mastzellen und Granulozyten
sezerniert (Appel et al., 2011). Das Interleukin wird Uber die Aktivierung von T-Zellen
durch Interleukin-23 gebildet und scheint eine wichtige Rolle in den ablaufenden
Entzindungsprozessen bei der Erkrankung zu spielen (Sieper and Poddubnyy, 2017).
So fiihrt eine Uberexpression von Interleukin-23 im Mausmodell zu einer fiir die axSpA
typischen Manifestation, der Enthesitis, bei den Versuchstieren (Reinhardt et al., 2016).
Zudem ist Interleukin-17 am Knochenstoffwechsel beteiligt, indem es den
Knochenaufbau Uber den Wingless Int-1(Wnt) -Signalweg hemmt (Ulugkan et al., 2016).

1.3.3 Beteiligung des Gastrointestinaltraktes

Bei 15-20% der Patientinnen mit axialer Spondyloarthritis besteht eine Assoziation mit
CEDs, Psoriasis oder Reaktiver Arthritis (Rudwaleit et al., 2009a). Héchstwahrscheinlich
ist die Uberlappung von noch gréRerem Ausmald, da bei vielen Patientinnen subklinische
Verlaufe vorliegen (Sieper and Poddubnyy, 2017). 60% der Patientinnen mit
Spondyloathritis weisen beispielsweise eine subklinische Darmmukosaentzindung auf
(Mielants et al., 1996). Eine abnehmende Barrierefunktion von Haut und Darm, kdnnte
zu einem vermehrten Durchtritt von Mikroorgansimen und einer daraus resultierenden
veranderten Immunantwort fihren und zur Pathogenese all dieser Erkrankungen
beitragen (Sieper and Poddubnyy, 2017). Das intestinale Mikrobiom selbst scheint zudem

von Bedeutung. In der Studie von Costello et al. unterschied sich die mikrobiologische
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Besiedlung des terminalen lleums bei Patientinnen mit r-axSpA signifikant von der
gesunder Probandinnen (Costello et al., 2015). Es kam zum vermehrten Auftreten
verschiedener Bakterienfamilien, wie Lachnospiracae, Ruminococcaceae etc. (Costello
et al., 2015).

1.3.4 Knochenstoffwechsel

Spondylarthritiden manifestieren sich zunachst mit Entzindungen an verschiedenen
Kérperregionen, meist dem lliosakralgelenk, der Wirbelsaule und Enthesen (Sieper and
Poddubnyy, 2017). Insbesondere der Knorpel-Knochenibergang ist betroffen (Sieper
and Poddubnyy, 2017). Im Verlauf der Erkrankung kommt es zunehmend zu strukturellen
Veranderungen, wobei osteodestruktive und osteoproliferative Prozesse gleichzeitig
ablaufen (Kiltz et al., 2014). Die Knochenneubildungen entstehen vorrangig an
lliosakralgelenk und Wirbelsaule, wobei es sich bei letzteren um sogenannte
Syndesmophyten handelt (Sieper and Poddubnyy, 2017). Diese entstehen vermutlich als
UberschieBende Reperaturantwort auf strukturelle Lasionen (Lories, 2011). Diese
Umbauvorgange sind teils durch mechanischen Stress auslosbar, wodurch sich die
vorrangige Manifestation der Erkrankung an der physikalisch starkem Stress
ausgesetzten Wirbelsaule erklaren lassen kénnte (Sieper and Poddubnyy, 2017).

Bei Betrachtung des Knochenstoffwechsel ist der Wnt-Signalweg von besonderer
Bedeutung. Wnt fuhrt zu einer Differenzierung von Osteoblasten und verhindert die
Apoptose von Osteoblasten und -klasten (Guanabens et al., 2014). Die Molekile
Dickkopf-1 und Sclerostin wirken antagonistisch auf den Wnt-Signalweg und hemmen so
die Knochenneubildung (Guanabens et al., 2014). Patientinnen mit r-axSpA wiesen
veranderte Konzentrationen von Molekilen des Wnt-Signalweges auf (Lories, 2011).
Zudem gab es einen Zusammenhang zur Auspragung der Erkrankung, da Patientinnen
mit geringeren Konzentrationen an Sclerostin und Dickkopf-1 eine hohere Anzahl an
Syndesmophyten aufwiesen (Lories, 2011, Appel et al., 2009, Heiland et al., 2012).

1.4 Klinik

Im Vordergrund der Symptomatik der Patientinnen mit axialer Spondyloarthritis steht
meist ein entzindlicher Rickenschmerz (Kiltz et al., 2019). Bei diesem handelt es sich
um einen chronischen Ruckenschmerz mit Lokalisation im lumbalen Bereich und

schleichendem Beginn (Sieper et al.,, 2009). Bewegung lindert und Immobilitat
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verschlimmert die Schmerzsymptomatik (Sieper et al., 2009). Der Rickenschmerz
manifestiert sich in der Regel im Alter unter 40 Jahren, tritt nachtlich auf und geht mit
einer morgendlichen Steifigkeit einher (Sieper et al., 2009). Eine einheitliche Definition
des Begriffes liegt nicht vor, jedoch ahneln sich die meisten Klassifikationen in den eben
erlauterten Punkten (Sieper and Poddubnyy, 2017).

Im Verlauf der Erkrankung kommt es neben den entzundlichen Veranderungen, zu
vermehrten osteophytaren Anbauten an den WirbelkGrpern, sogenannten
Syndesmophyten, was zu einer zunehmenden Versteifung der Wirbelsaule und in
Vollauspragung zu einer ,Bambusstabwirbelsaule” fuhrt (Kiltz et al., 2014). Dies geht fur
die Patientlnnen mit deutlichen Einschrankungen in Mobilitat und Belastbarkeit einher
(Kiltz et al., 2014). Meist sind das lliosakralgelenk und die lumbalen Anteile der
Wirbelsaule betroffen, aber an der gesamten Wirbelsaule ist eine Manifestation moglich
(Kiltz et al., 2014, Sieper and Poddubnyy, 2017). Die Abgrenzung zum haufigeren,
chronisch degenerativen Ruckenschmerz ist essenziell. Durch die haufig jedoch
unspezifische Klinik der Patientinnen kommt es oft zu Verzdgerungen in der Diagnostik
oder Fehldiagnosen (Kiltz et al., 2014).

Periphere Manifestationen der ax-SpA sind ebenfalls haufig (Sieper and Poddubnyy,
2017). Bei 30-50% der Patientlnnen liegt eine Arthritis (meist als asymmetrische
Oligoathritis der unteren Extremitat) oder Enthesitis vor (Braun and Sieper, 2007, Kiltz et
al., 2014, Sieper and Poddubnyy, 2017). Enthesitiden kdnnen den gesamten Korper
betreffen, am haufigsten sind jedoch die Sehnenansatze von Hufte, Schulter, Ferse und
Ellenbogen entziindet (Kiltz et al., 2014, Maksymowych et al., 2009). Ihr Auftreten ist mit
der Krankheitsaktivitat korreliert (Braun and Sieper, 2007). Ein weiteres, eher seltenes
Symptom ist die Daktylitis, welche jedoch mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit eines fur
r-axSpA auffalligen MRTs in der ESPeranza Kohorte einherging (Kiltz et al., 2014,
Navarro-Compan et al., 2015). Ein Grof3teil der Patientinnen leidet zudem unter einer
Osteopenie, ein Teil sogar an osteoporotischen Veranderungen (Karberg et al., 2005).

1.4.1 Extramuskuloskelettale Manifestationen

Bei 40% der Patientinnen mit Axialer Spondyloarthritis treten extramuskuloskelettale
Manifestationen auf (Kiltz et al., 2014). Am haufigsten ist eine Augenbeteiligung mit einer
akuten, anterioren Uveitis, gefolgt von Hautbeteiligungen als Psoriasis und
Darmbeteiligungen mit einer CED (Brophy and Calin, 2001). Auch kardiale
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Manifestationen, wie Aortitiden, Aorteninsuffizienzen und Reizleitungsstérungen und
pulmologische Manifestationen wie restriktive Ventilationsstorungen, treten in selteneren
Fallen auf (Kiltz et al., 2014, Bergfeldt et al., 1982, O'Neill and Bresnihan, 1992).
AuRerdem ist die Entwicklung einer sekundaren Amyloidose mit einer klinischen
Prasentation als Nephropathie und Proteinurie moglich (Gratacos et al., 1997). Das
Patientinnenklientel weist zudem ein grundsatzlich erhohtes kardiovaskulares Risiko um
20-40% auf (Kiltz et al., 2014). Dies scheint durch ein Zusammenspiel mehrerer
modifizierter Risikofaktoren wie Nikotinkonsum, Hyperkoagulabilitat, Hypertonus,
erhohten Blutfettwerten, aber auch durch verminderte korperliche Aktivitat und die

generalisiert erhdhte Entziindungsaktivitat im Kérper bedingt zu sein (Peters et al., 2004).

1.5 Diagnostik

Bei Erstvorstellung der Patientlnnen sollte zunachst immer eine ausfuhrliche Anamnese
und korperliche Untersuchung mit Uberpriifung der Beweglichkeit der Wirbelséule und
moglicher peripherer Manifestationen erfolgen (Kiltz et al., 2014). Zur besseren
Objektivierung der Symptomatik kénnen verschiedene Tests erhoben werden. Zur
Quantifizierung des subjektiven Schmerzempfindens empfiehlt sich ein Einsatz der
visuellen Analogskala oder der numerischen Ratingskala (Kiltz et al., 2014). Haufig
verwendet werden hier die Bath-Indices:

Der Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) dient der Bestimmung
der Krankheitsaktivitat der Patientinnen. Es werden 6 Fragen nach der Auspragung von
Mudigkeit, Ruckenschmerzen, Schmerzen an peripheren Gelenken und
Morgensteifigkeit von den Patientinnen mit Punkten von 0-10 beantwortet (Kiltz et al.,
2014, Karberg et al., 2005). Die Abgrenzung zwischen hoher und niedriger Aktivitat wird
ab einer Punktzahl von 4 getroffen (Kiltz et al., 2014).

Der Bath Ankylosing Spondylitis Functioning Index (BASFI) wird zur Evaluierung der
Funktionalitat herangezogen. Hierfur bewerten die Patientlnnen ihre Mobilitat bei 10
Alltagsaktivitaten erneut auf einer Skala von 0-10 (Zochling, 2011). O entspricht einer
einfachen Ausibung und 10 einer unmdglichen (Zochling, 2011).

Mittels des Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index (BASMI) kann die Einschatzung
der Beweglichkeit erfolgen. Es flieRen folgende 5 Parameter ein: Die laterale Flexion der
Wirbelsaule, der Tragus-Wand-Abstand, der Schober-Test, der maximale
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Intermalleolarabstand und die zervikale Rotation, jeweils mit einer Bewertung von 0-10
(Zochling, 2011, Jenkinson et al., 1994).

Beim Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS) handelt es sich um einen
weiteren Score zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat. Er beinhaltet Teile des subjektiven
BASDAI-Scores: Die Patientinneneinschatzung des Ruckenschmerzes, die Dauer der
Morgensteifigkeit, die periphere Gelenkschwellung- oder schmerzen und ergéanzend das
C-reaktive Protein (CRP) als objektiven Entzindungsmarker (Zochling, 2011, Kiltz et al.,
2019, Lukas et al., 2009).

1.5.1 Klassifikationskriterien

Fur die Erkrankung der axialen Spondyloathritis bestehen keine einheitlichen
Diagnosekriterien. Alle existierenden Klassifikationen wurden zur Einteilung im Rahmen
von Studien und nicht flr die Diagnostik der Erkrankung entwickelt (Sieper and
Poddubnyy, 2017).

Die ASAS- Klassifikationskriterien werden meist in der klinischen Praxis verwendet (Kiltz
et al., 2014). Sie wurden unter Einschluss von Patientinnen aus 25 Zentren in 16 Landern
entwickelt und sollen auch vermehrt Patientinnen mit nr-axSpA einschlielen (Rudwaleit
et al., 2009b). Die Kriterien liefern eine Sensitivitat von 82,9% und eine Spezifitdt von
84,4% (Kiltz et al., 2014, Rudwaleit et al., 2009b). Die beiden Klassifikationswege sind in
Abbildung 1 dargestellt.
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Voraussetzung: Persistenz der Riickenschmerzen >3 Monate + Alter bei
Beginn <45 Jahren

Klinischer Arm: Bildgebungsarm:
HLA-B27 positiv Sakroiliitis im Rontgen nach
+ modifizierten New-York-Kriterien
oder im MRT
2 andere SpA Kriterien +
1 SpA Kriterium

SpA-Kriterien:
1.Entzindlicher Ruckenschmerz
2.Fersenenthesitis
3.Arthritis
4 Uveitis
5.Daktylitis
6.Psoriasis
7.Morbus Crohn
8. Ansprechen auf NSAR
9.HLA-B27 positiv
10. Positive Familienanamnese
11. Erhohtes CRP

Abbildung 1: ASAS-Klassifikationskriterien nach (Rudwaleit et al., 2009b) (SpA=
Spondyloarthritis, NSAR= Nicht-Steroidale Antirheumatika)

Die modifizierten New-York-Kriterien konnen anschlieBend zur Unterscheidung in
radiografische und nicht radiografische axSpA eingesetzt werden (van der Linden et al.,
1984). Die Kriterien sind der Abbildung 2 zu entnehmen. Eine r-axSpA gilt bei Vorliegen
eines radiologischen und eines klinischen Parameters als gesichert, bei nur Vorliegen
eines radiologischen Kriteriums als wahrscheinlich (36). Bei Erfullung aller 3 klinischen
Kriterien ist eine nr-axSpa wahrscheinlich (van der Linden et al., 1984). Die Bildgebung
erfolgt hier mittels Rontgen.
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Klinische Kriterien Radiologische Kriterien

» Ruckenschmerz im unteren Ricken * bilateral 2.° Sakroiliitis im Rontgen
und Steifigkeit Uber 3 Monate mit
Besserung bei Bewegung « unilateral 3.° oder 4.° Sakroiliitis im
Rontgen

* Limitation der
Wirbelsaulenbeweglichkeit in 3
Ebenen

» Einschrankung der
Thoraxexkursionsfahigkeit

Abbildung 2: Modifizierte New-York-Kriterien (Kiltz et al., 2014, Jacques et al., 2014,
van der Linden et al., 1984)

1.5.2 Bildgebende Verfahren in der Diagnostik

Zur Bestatigung der Diagnose einer axialen Spondyloathritis gibt es mehrere
einzusetzende, bildgebende Verfahren. Die Entscheidung fur ein Verfahren sollte im
Vorhinein unter Berucksichtigung der Lokalisation der Beschwerden, der Methode und je
nach Fokus, beispielsweise auf Entzindungszeichen oder Strukturveranderungen in der
Diagnostik, gefallt werden (Kiltz et al., 2014). Das am langsten etablierte Verfahren ist
das konventionelle Rontgen. Es eignet sich gut zur Darstellung chronischer
Veranderungen wie Syndesmophyten an der Wirbelsaule (Kiltz et al., 2014, Braun and
Sieper, 2007). Das lliosakralgelenk eignet sich als primar zu wahlende Lokalisation, da
es meist auch der primaren Lokalisation der Erkrankung entspricht (Mandl et al., 2015,
Kiltz et al., 2019). Die Beurteilung der Veranderungen am lliosakralgelenk erfolgt fir die
Klassifikation nach den modifizierten New York Kriterien anhand der in der Tabelle 1
dargestellten Graduierung. Eine definitive radiologische Sakroiliitis wird hiertber definiert
bei Vorliegen von Veranderungen von mindestens Grad Il bilateral oder Grad IIl unilateral
(van der Linden et al., 1984).

Graduierung Veranderungen

Grad 0 Normal, keine Veranderungen
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Grad 1 Verdachtige, mogliche Veranderungen

Grad Il Minimale Veranderungen, minimale Sakroiliitis (geringe Sklerose,
Erosionen, keine Gelenkspaltveranderungen)
Grad lll Eindeutige Veranderungen, moderate Sakroiliitis (deutliche Sklerose,

Erosionen, Gelenkspaltverbreiterung oder
Gelenkspaltverschmalerung)
Grad IV Ankylose

Tabelle 1: Beurteilung des lliosakralgelenks anhand der modifizierten New York
Kriterien (van der Linden et al., 1984)

Eine Quantifizierung der Rontgenaufnahmen der Wirbelsaule kann mit dem mSASSS
erfolgen (Kiltz et al., 2019). Hierbei werden in einer lumbalen Réntgenaufnahme der 12.
Brustwirbel, die 5 lumbalen Wirbel und die Oberkante des Sakrums von lateral und in
einer zervikalen Aufnahme von der Unterkante des 2. zervikalen Wirbels bis
einschliellich der oberen Kante des 1. Brustwirbels die einzelnen Vertebae nach dem in
Tabelle 2 dargestellten Scoring System beurteilt (Creemers et al., 2005). Insgesamt
ergibt sich so ein Gesamtscore, aus den beiden Beurteilungen, der 0 -72 Punkte umfasst
(Creemers et al., 2005).

Graduierung Veranderungen

Grad 0 keine Veranderung

Grad 1 Erosion, Sklerose, Kastenwirbelbildung
Grad 2 Syndesmophyten

Grad 3 Brickenwirbelbildung/ Ankylose

Tabelle 2 Scoring der lumbalen/ zervikalen Wirbelsdule nach mSASSS (Creemers et
al., 2005)

Zur Diagnostik der axialen Spondyloarthritis ergibt sich fur das Rontgen als Verfahren
lediglich eine Sensitivitdt von 35% und Spezifitdt von 95-100% (Kiltz et al., 2014).
Veranderungen treten oft erst nach jahrelangem (durchschnittich 9 Jahre)
Krankheitsverlauf auf (Kiltz et al., 2014, Mau et al.,, 1988). In der Devenir des
Spondyloarthropathies Indifferénciées Récentes (DESIR)- Kohorte erflllten nur 13,5%
der Patienten mit undifferenzierter SpA bei Symptomen unter 3 Jahren die Kriterien einer
radiografischen Sakroiliitis nach den New York Kriterien (Maksymowych, 2019b,
Dougados et al.,, 2011). Zudem bestehen deutlich subjektive Unterschiede je nach
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Beurteilendem (van Tubergen et al., 2003). Die réntgenologische Bildgebung bleibt
dennoch die Bildgebung der ersten Wahl, da bei geringen Kosten und breiter
Verfugbarkeit bereits nach 3 Jahren Erkrankungsdauer in 30-50% der Falle eine
Diagnosestellung hiertiber méglich ist (Poddubnyy et al., 2012a, Maksymowych, 2019b).

Immer mehr an Bedeutung gewonnen hat das Verfahren der Magnetresonanztomografie
(MRT). Eine MRT des lliosakralgelenks wird als zweites Bildgebungsverfahren bei
klinischem Verdacht auf die Erkrankung und unauffalligem Rontgen eingesetzt und ist bei
jungen Patienten mit kurzer Symptomdauer auch als Erstbildgebung moglich (Mandl et
al., 2015). Die MRT eignet sich insbesondere zur Diagnostik im Frihstadium und
detektiert Zeichen akuter Entzindung, wie Knochenmarksodeme, Synovitis, Enthesitis
und Kapsulitis, aber auch strukturelle Lasionen wie Erosionen, Fettmetaplasien,
subchondrale Sklerosen und Knochenneubildungen (Mandl et al., 2015, Mau et al., 1988,
Kiltz et al., 2019). Mehrere MRT-Techniken werden in der Diagnostik angewendet: In der
T1 Wichtung sind strukturelle Veranderungen gut detektierbar. Zur Darstellung
entzindlicher Veranderungen sind die T2 Wichtung mit Fettsuppression (T2/FSE), T2 mit
short-tau inversion recovery (STIR) oder T1 gewichtete, fettsupprimierte Sequenzen nach

Kontrastmittelgabe aufschlussreich (Kiltz et al., 2019).

Auch der Einsatz der Computertomografie (CT) ist mdglich. Sie kann bei unklaren
Befunden zusatzlich durchgefuhrt werden, da sie sehr sensitiv Erosionen, Ankylosen und
Fusionen des lliosakralgelenks darstellt (Kiltz et al., 2019). Aufgrund der hdheren
Strahlenbelastung ist ein restriktiver Einsatz des Verfahrens wiinschenswert (Kiltz et al.,
2019).

1.5.3 Laborparameter in der Diagnostik

In der Diagnostik der axialen Spondyloarthritis spielt vorrangig die Bestimmung des
bereits erwahnten HLA-B27 und die Bestimmung von Akute-Phase- Proteinen eine Rolle.
Hier zu nennen sind das CRP und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), wobei nur
bei 40-60% Patienten erhdhte Entziindungsparameter vorliegen (Kiltz et al., 2014, Martin
Rudwaleit, 2009).
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1.6 Therapie der Axialen Spondyloarthritis

Die Therapie der axialen Spondyloarthritis erfolgt als Kombination aus
pharmakologischen und nicht-pharmakologischen Behandlungsmethoden. Nicht-
medikamentose Therapien wie Physiotherapie, Bewegungstherapie und generelle
korperliche Aktivitat stellen einen wichtigen Baustein dar (Kiltz et al., 2014).

Als medikamentose Erstlinientherapie ist zunachst die Behandlung mit Nicht-Steroidalen
Antirheumatika (NSAR) empfohlen (Kiltz et al., 2019). Diese verbessern Schmerzen und
Steifigkeit kurzfristig und auch langfristig krankheitsmodulierende Effekte werden
diskutiert (Kiltz et al., 2014, Lefebvre and Sol, 2008). Zwischen den verschieden
Praparaten konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Wirksamkeit
identifiziert werden (Song et al., 2008). Die Medikamente sind sowohl bei der r-axSpA,
als auch der nr-axSpA effektiv einsetzbar (Sieper and Poddubnyy, 2017). Zu beachten
sind mogliche kardiovaskulare und gastrointestinale Nebenwirkungen, die wahrend der
Therapie kontrolliert und mitbehandelt werden mussen (Kiltz et al., 2019). Die Therapie
mit NSAR sollte zudem so fruhzeitig wie moglich erfolgen, so konnen unter dieser
Therapie 35% der Patientlnnen eine Remission bei einer Krankheitsdauer unter 3 Jahren

erreichen (Sieper et al., 2014).

Von bei anderen rheumatologischen Erkrankungen eingesetzten Basistherapeutika,
werden nur in seltenen Fallen Methotrexat und Sulfasalazin zur Behandlung peripherer
Manifestationen bei der Behandlung der Spondyloarthritiden eingesetzt (Sieper and
Poddubnyy, 2017).

Ein Therapieversagen auf NSAR ist definiert als unzureichendes Ansprechen auf
mindestens 2 verschiedene Wirkstoffe, bei einer Einnahmedauer von 4 Wochen in
Maximaldosis. Bei peripher betonten Symptomen wird ein unzureichendes
Therapieansprechen auf lokale Steroidinjektionen und Sulfasalazin in Kombination mit
einer hohen Krankheitsaktivitat im ASDAS oder BASDAI-Score durch den behandelnden
Rheumatologen definiert (Kiltz et al., 2019). In beiden Fallen werden als
Zweitlinientherapie biological Disease Modifying Antirheumatic Drugs (bDMARDS)
eingesetzt, die TNFa-Inhibitoren oder Interleukin-17 Inhibitoren (Kiltz et al., 2014, Kiltz et
al., 2019).
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An TNFa-Inhibitoren sind folgende Wirkstoffe zugelassen: Infliximab, Etanercept,
Adalimumab, Golimumab und Certolizumab pegol (Sieper and Poddubnyy, 2017). Alle
diese Medikamente zeigen eine gute Wirksamkeit bei den Patientlnnen, verbessern die
Lebensqualitdt und sind bis auf Infliximab auch bei nr-axSpA zugelassen (Kiltz et al.,
2014, Kroon et al., 2016, van der Heijde et al., 2009). Unter Biologikatherapien zeigte
sich eine Verbesserung der Funktionalitat und der Symptomatik der Patientinnen, sowohl
kurzfristig als auch nach mehreren Jahren Therapiedauer (Kiltz et al., 2014, van der
Heijde et al., 2009). Patientinnen in jungem Alter, mit einer hohen Krankheitsaktivitat im
ASDAS, erhohten Entzindungsparametern, HLA-B27 positiv, guter Funktionalitat,
peripherer Arthritis und mannlichem Geschlecht sprechen besonders gut auf die Therapie
mit Biologika an (Kiltz et al., 2014, Glintborg et al., 2010, Vastesaeger et al., 2011,
Kristensen, 2010).

An Interleukin-17-Blockern sind die Wirkstoffe Secukinumab und Ixekizumab in
Deutschland zugelassen. Wie unter der Therapie mit TNFa-Inhibitoren, zeigte sich auch
unter Therapie mit Interleukin-17-Blockern eine signifikante und vergleichbare
Verbesserung der Symptome der Patientinnen mit axialer Spondyloarthritis (Kiltz et al.,
2014, Baeten et al., 2015). Eine Studie, in der beide Wirkstoffklassen direkt verglichen
werden, liegt noch nicht mit Ergebnissen vor.

Weitere zugelassene Wirkstoffe bei unzureichendem Ansprechen der Patientinnen auf
die konventionelle Therapie, sind die JAK1-Inhibitoren Upadacitinib und Tofacitinib,
welche zur Behandlung der aktiven r-axSpA zugelassen sind und auch hier bei den
Patientinnen zu einer signifikanten Symptomlinderung fiihren (van der Heijde et al., 2019,
Deodhar et al., 2021).

1.7 Radiografische Progression

Auch wenn die Pathophysiologie der Erkrankung der axialen Spondyloarthritis noch nicht
vollstandig verstanden ist, konnten in Studien mehrere Faktoren identifiziert werden, die
mit einem hohen Risiko fur eine radiografische Progression assoziiert sind. Es ist
bedeutsam, Patientlnnen mit einer raschen Progression frihzeitig zu identifizieren, um
diese bestmdglich zu therapieren, bevor es bereits zu strukturellen Umbauten und einer
moglichen Vollversteifung der Wirbelsaule gekommen ist. Eine radiografische

Progression ist mit einem niedrigeren funktionellen Status und einer verminderten
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Wirbelsaulenbeweglichkeit bei Patientinnen mit axialer Spondyloarthritis assoziiert
(Poddubnyy et al., 2018).

In der German Spondyloathritis Inception Cohort (GESPIC) zeigten 14,3% der
Patientinnen mit axialer Spondyloathritis eine radiografische Progression nach 2 Jahren
(Poddubnyy et al., 2012b). Bei weiterer Unterteilung in Subgruppen zeigten 20% der
Patientlnnen mit r-axSpA eine radiografische Progression nach 2 Jahren und nur 7,4%
der Patientinnen mit nr-axSpA (Poddubnyy et al., 2012b). In der Studie von Baraliakos et
al. 2009 zeigte sich eine durchschnittliche radiografische Progression von einer Zunahme
von 1,3 mSASSS Einheiten pro Jahr, wobei 42,9% der Patientinnen mit ax-SpA einen
hoch progressiven Verlauf und 38,4% der Patientinnen einen moderat progressiven
Verlauf zeigten (Baraliakos et al., 2009).

1.7.1 Prognosefaktoren der Radiografischen Progression

Soziodemografisch gehen ein mannliches Geschlecht, Adipositas und ein bestehender
Nikotinkonsum mit einem erhodhten Risiko fur eine radiografische Progression einher
(Ramiro et al., 2015, van Tubergen et al., 2012, Poddubnyy et al., 2012b, Deminger et
al., 2018). Bezuglich des Krankheitsverlaufs der Patientinnen sind ein friher
Krankheitsbeginn, eine lange Krankheitsdauer, eine hohe Anzahl an Syndesmophyten
bei Erstvorstellung, als auch ein hoher Ausgangswert im mSASSS mit einer
radiografischen Progression assoziiert (Poddubnyy et al., 2011, Brophy et al., 2002,
Kroon et al., 2016, van Tubergen et al., 2012, Deminger et al., 2018, Poddubnyy et al.,
2012b). Zudem sind laborchemisch ein positiver Befund fir HLA-B27 und erhdhte
Konzentrationen der Entzindungsmarker CRP und ESR ebenfalls
prognoseverschlechternd (Poddubnyy et al., 2011, Ramiro et al., 2015, Kroon et al., 2016,
Hartl et al., 2017, Poddubnyy et al., 2012b).

1.7.2 NSAR und radiografische Progression

In der Metaanalyse von Karmacharya et al. von 2020 wurde kein Einfluss einer Therapie
mit NSAR bei Patientlnnen mit ax-SpA auf die radiografische Progression identifiziert
(Karmacharya et al., 2020). Bereits in der Studie von Sieper et al. 2016 zeigte sich,
sowohl unter Bedarfseinnahme als auch kontinuierlicher Gabe von Diclofenac kein Effekt
auf die radiografische Progression der r-axSpA nach 2 Jahren (Sieper et al., 2016).
Demgegenuber stehen die Ergebnisse einer vorangegangenen Studie von Wanders et
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al. von 2005, wo eine Reduktion der radiografischen Progression nach 2 Jahren bei r-
axSpA durch kontinuierliche NSAR-Einnahme bei symptomatischen Patientinnen
nachgewiesen wurde (Wanders et al., 2005).

1.7.3 TNFa-Inhibitoren und radiografische Progression

Die Therapie mit TNFa-Inhibitoren hat zum Zeitpunkt von 2 Jahren und unter
Einbeziehung aller Studien in der Metaanalyse von Karmacharya et al. auch nach 4
Jahren keinen signifikanten Einfluss auf die radiografische Progression bei Patientinnen
mit axialer Spondyloarthritis (Karmacharya et al., 2020). Bei Einbeziehung von
ausschlielich Studien mit einem geringen Bias in die Analyse zeigte sich ein protektiver
Effekt der TNFa-Inhibitoren auf die radiografische Progression ab einer Einnahmedauer
von 4 Jahren (Karmacharya et al., 2020). Es kann somit von einer Hemmung der
radiografischen Progression bei ax-SpA ab dem Zeitpunkt von 4 Jahren ausgegangen
werden (Karmacharya et al., 2020). Zu diesem Ergebnis kommen ebenfalls Haroon et al.
in einer Studie von 2012 und Maas et al. in der Auswertung der Daten der GLAS-Kohorte
(Maas et al., 2017, Haroon et al., 2013). Dieser verzogerte Effekt ist moglicherweise
durch den erst verspatet eintretenden Effekt der geringeren osteophytaren Anbauten,
durch die bereits vorangegangene, dank der Therapie verringerte, Entziindungsaktivitat,
zu erklaren (Maas et al., 2017).

1.7.4 lI-17-lhibitoren und radiografische Progression

Bezuglich Patientlnnen unter Therapie mit Secukinumab und Biologika-naiven Patienten
zeigte sich in der Metaanalyse von Karmacharya et al. kein Unterschied bezuglich der
radiografischen Progression (Karmacharya et al., 2020). Zur genaueren Untersuchung
der Fragestellung sind jedoch weitere Studien notwendig.

1.8 Biomarker

Bei Biomarkern handelt es sich um biologische Merkmale, die einen anderweitig
schwierig zu beurteilenden Parameter ersetzen oder vorhersagen sollen (Aronson and
Ferner, 2017). Bei der ax-SpA werden verschiedene Proteine, welche in die
Pathophysiologie der Erkrankung involviert sind, als mogliche Biomarker zur Vorhersage
des Krankheitsverlaufes der Patientinnen diskutiert. Bereits einige Studien wurden

durchgefuhrt um Biomarker, die fur eine Pradiktion der radiografischen Progression
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einsetzbar waren zu identifizieren, wobei die GO-RAISE Studie von Inman et al. als

einzige Biomarker unter der haufig eingesetzten TNF-a-Inhibitortherapie untersuchte.
1.8.1 MMP-3

Die MMP-3 gehort wie alle Matrixmetalloproteasen zur Familie der Zinkendopeptidasen
und ist am Abbau von Extrazellularmatrix im Korper beteiligt (Reveille, 2015). Zudem
spielt sie eine Rolle in Ablaufen der Zellproliferation, Migration, Differenzierung und

Apoptose und ist in Entziindungsprozesse vielfaltig involviert (Reveille, 2015).

Bei Patientinnen mit r-axSpA wurden signifikant hohere MMP-3 Serumkonzentrationen
gefunden (Chen et al., 2006, Turina et al., 2014b). Zudem bestand eine Korrelation dieser
mit der Krankheitsaktivitdt der Patientinnen (Chen et al., 2006). MMP-3 konnte als
Pradiktor fur strukturelle Progression bei r-axSpA in vorangegangen Studien identifiziert
werden (Maksymowych et al., 2007).

1.8.2 Calprotectin

Calprotectin gehort zu den S100 Proteinen und ist ein heterodimerer Proteinkomplex der
im Zytoplasma verschiedener Immunzellen, wie neutrophilen Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, aber auch Keratinozyten vorkommt (Reveille, 2015, Koy et al., 2013). Es
ist in Entzindungsprozesse, aber auch Prozesse der Zellproliferation, Zelldifferenzierung
und Zellmigration, sowie die Calciumhomdostase involviert (Shabani et al., 2018).
Calprotectin fuhrt unter anderem zu einer Produktion von Zytokinen wie TNF-q,
Matrixmetalloproteasen und Interleukinen (Shabani et al., 2018). Fakales Calprotectin
wird im Rahmen der klinischen Routine bei CEDs als diagnostischer, beziehungsweise
als Verlaufsmarker verwendet (Sipponen and Kolho, 2015). Zudem wird es als Marker in
der Friherkennung des kolorektalen Karzinoms eingesetzt (Mowat et al., 2016).

Patientinnen mit r-axSpA wiesen signifikant hohere Serumkonzentrationen an
Calprotectin auf (Turina et al.,, 2014a). Die Bestimmung der Konzentration von
Calprotectin ist bei Patientinnen mit ax-SpA aktuell routinemafig moglich, wird allerdings
nicht regelhaft durchgefuhrt. Die Konzentration des Biomarkers korreliert mit den
Entzindungsparametern und dem Grad der intestinalen Entziindung bei den Betroffenen
(Kiltz et al., 2014, Cypers et al., 2016).
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1.8.3 VEGF

VEGF ist ein Heparin-bindendes Signalprotein, welches in den 5 Unterformen A-E
vorkommt (Matsumoto and Ema, 2014). Es induziert Prozesse der Angiogenese und
Vaskulogenese und ist in Entzindung und Knochenstoffwechsel involviert
(Maksymowych, 2019a, Gerber et al., 1999). VEGF stimuliert die Zellinvasion tUber
Blutgefal’e in hypertrophe Knorpelmatrix zur enchondralen Ossifikation (Patil et al.,
2012). AuRRerdem ist es an der Differenzierung von Osteoklasten beteiligt (Niida et al.,
1999).

Patientinnen mit ax-SpA wiesen im Vergleich zu Kontrollgruppen erhohte
Konzentrationen an VEGF im Serum auf (Poddubnyy et al., 2014). Zudem wiesen
innerhalb der Betroffenen, Patientinnen mit hoheren VEGF-Konzentrationen ein
signifikant hoheres Risiko fir eine radiografische Progression auf (Poddubnyy et al.,
2014).

1.8.4 Leptin

Bei Leptin handelt es sich um ein Zytokin und Hormon, welches vorrangig vom
Fettgewebe synthetisiert wird (Reid et al., 2018). Induktoren der Synthese sind Insulin,
Noradrenalin und Glukokortikoide (Levy and Stevens, 2001, Leal-Cerro et al., 2001).
Leptin reguliert den Energiehaushalt und wirkt unter anderem durch eine Verminderung
der Nahrungsaufnahme, als Gegenspieler von Adipositas, spielt aber auch eine Rolle bei
Fertilitdt, Angiogenese und Immunmodulation (Zhang et al., 2005, Reid et al., 2018, Hu
etal., 2021, Jéquier, 2002). Auch Effekte auf den Knochenstoffwechsel sind beschrieben,
wobei unterschiedliche Studienergebnisse zur Korrelation von Leptin und Knochendichte
vorliegen (Ruhl and Everhart, 2002). Frauen weisen generell héhere Konzentrationen des
Adipokins auf (Jéquier, 2002).

Patientinnen mit r-axSpA wiesen keine veranderten Leptinkonzentrationen im Vergleich
zur Normalbevolkerung auf (Mei et al., 2016). Die Konzentrationen veranderten sich nicht
unter der Therapie mit TNF-a-Inhibitoren (Derdemezis et al., 2010, Miranda-Filloy et al.,
2013). In der Effects of NSAIDs on Radiographic Damage in Ankylosing Spondylitis
(ENRADAS)- Studie zeigte sich eine inverse Korrelation des Leptinspiegels mit der
radiografischen Progression bei Patientinnen mit r-axSpA, insbesondere bei Mannern
(Hartl et al., 2017).
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1.8.5 Visfatin

Visfatin ist ein Adipokin, welches auch unter der Bezeichnung pre-B-cell colony
enhancing factor (PBEF) und nicotinamide phosphoribosyltransferase (Nampt) bekannt
ist (Fukuhara et al., 2005). Es wird vor allem durch das viszerale Fettgewebe exprimiert
und beeinflusst den Glucosestoffwechsel, indem es wie Insulin zu einer Senkung des
Blutzuckers Uber Aktivierung des Insulinrezeptors fuhrt (Fukuhara et al., 2005). Visfatin
wirkt zudem entzindungsfordernd, indem es die Zytokinproduktion von unter anderem

TNF-a anregt und zur Leukozytenaktivierung fuhrt (Moschen et al., 2007).

Bei Patientinnen mit ax-SpA zeigte sich eine Korrelation der Serumkonzentration von
Visfatin  mit der radiografischen Progression und ein Zusammenhang zur
Krankheitsaktivitat (Syrbe et al., 2015, Hulejova et al., 2019). In anderen Studien stellte
sich dieser Zusammenhang nicht dar (Hartl et al., 2017).

1.8.6 Sclerostin

Sclerostin ist ein Glykoprotein, dass aus dem SOST Gen exprimiert wird und eine
wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel einnimmt (Brunkow et al., 2001). Es wird als
Monomer von Osteozyten im Knochen, aber auch in Niere, Herz, Leber, Zahnen sowie
Knorpel sekretiert (Weivoda et al., 2017, Kamiya, 2012). Uber Bindung an Lipoprotein-
Rezeptor (LRP) 5 oder 6 wirkt Sclerostin inhibitorisch auf den Wnt-Signalweg und hemmt
so die Knochenneubildung (Weivoda et al., 2017, Li et al., 2005). Zudem wird durch
Bindung an die Molekile Bone Morphogenic Protein (BMP) -2, 4, 6, 7 die Differenzierung
von Osteoblasten gehemmt (Kamiya, 2012, van Bezooijen et al., 2004). Die Synthese
von Sclerostin selbst, wird durch BMP-2, 4 und 6 induziert und durch das Parathormon,

sowie mechanische Belastung inhibiert (Kamiya, 2012).

Patientinnen mit r-axSpA zeigten signifikant verminderte
Sclerostinserumkonzentrationen im Vergleich zu gesunden Probandinnen und auch die
Syndesmophytenbildung der Patientlnnen war mit niedrigen Sclerostinkonzentrationen
assoziiert (Appel et al., 2009). Die radiografische Progression bei Patientinnen mit r-
axSpA korrelierte mit verminderten Konzentrationen von Sclerostin (Xie and Yu, 2015).
Niedrige Serumsclerostinkonzentrationen konnten bei Patientinnen mit TNFa-
Inhibitortherapie auf eine erhdhte Entzindungsaktivitdt und ein unzureichendes

Therapieansprechen hinweisen (Xie and Yu, 2015, Saad et al., 2012).
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1.8.7 SAA

Unter SAA versteht man eine Proteinfamilie, die im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion
exprimiert werden, beispielsweise im Rahmen von Infektionen oder Traumata (Sack,
2020). Die Synthese erfolgt vorrangig in der Leber (Sack, 2020). Die Proteine sind in die
Immunabwehr involviert und spielen in der Pathogenese vieler verschiedener
Erkrankungen eine Rolle (Sack, 2020).

Patientinnen mit r-axSpA wiesen signifikant héhere Konzentrationen an SAA auf (Hu et
al., 2021). Die Konzentration korrelierte mit dem BASDAI-Score und der Konzentration
des CRP (Hu et al., 2021). Unter TNFa-Inhibitortherapie zeigte sich dieselbe Korrelation
und zudem ein positiv pradiktiver Wert in der Kombination aus SAA und CRP fur den
Therapieerfolg gemessen mit Hilfe des ASAS-Score (de Vries et al., 2009).

1.8.8 HMW-Adiponektin

Adiponektin ist ein Protein, welches vom weil3en Fettgewebe sekretiert wird und in drei
verschiedenen Formen vorkommt: Als ,low molecular weight (LMW)*, ,medium molecular
weight (MMW)* und ,high molecular weight (HMW)* Isoform (van Andel et al., 2018).
Frauen weisen héhere Serumkonzentrationen des Adipokins auf (Fujimatsu et al., 2009,
Hartl et al., 2017).

HMW-Adiponektin ist Teil des Fettstoffwechsels und wird im Zusammenhang mit
Insulinresistenz und dem metabolischen Syndrom beschrieben (Hara et al., 2006).
Zudem beeinflusst es den Knochenstoffwechsel durch Matrixmodulation und greift in
Entzindungsprozesse ein (Neumann et al, 2016). Adiponektin hat einen
kardioprotektiven Effekt durch eine vermutlich anti-inflammatorische Wirkung und
Stimulation des Endothels (Shibata et al., 2009).

Adiponektinkonzentrationen zeigten in Studien keine Unterschiede zwischen
Patientinnen mit r-axSpA und Kontrollgruppen (Toussirot et al., 2007). In der ENRADAS-
Kohorte zeigten sich die Serumkonzentrationen des HWM-Adiponektin signifikant
korreliert mit der radiografischen Progression von Patientinnen mit r-axSpA (Hartl et al.,
2017). In der Kohorte bestatigten sich zudem hdhere Konzentrationen des Proteins bei
den Patientlnnen (Hartl et al., 2017).
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1.8.9 PIINP

Das PIINP entsteht bei der Knorpelsynthese und wird als Marker des

Knochenstoffwechsels eingesetzt.

Bei Patientinnen mit ax-SpA wurde fur die Unterform PIIANP kein Unterschied in den
Serumkonzentrationen zur Kontrollgruppe gezeigt (Munk et al., 2016). PIIANP korrelierte
mit den Konzentrationen des C-reaktiven Proteins und war mit dem Vorhandensein von
HLA-B27 assoziiert (Munk et al., 2016).

1.8.10 RANKL

Receptor-antagonist of NF-kB-Ligand (RANKL) ist ein membrangebundenes Zytokin,
welches von Osteoblasten exprimiert wird (Yasuda et al., 1998b). Uber Bindung an den
RANK-Rezeptor auf Osteoklasten, induziert es deren Differenzierung und Aktivierung
und ist so in den Knochenabbau involviert (Schett, 2007, Yasuda et al., 1998b). RANKL
spielt jedoch auch bei knochenaufbauenden Prozessen, Uber Beteiligung an der W9-
induzierten Osteoblastogenese eine wichtige Rolle (Furuya et al., 2013). Der RANK-
Rezeptor wird ebenfalls auf aktivierten T-Zellen und Fibroblasten exprimiert (Schett,
2007).

Patientinnen mit ax-SpA wiesen in der Studie von Korkosz et al. 2018 signifikant
niedrigere Konzentrationen an RANKL im Serum auf (Korkosz et al., 2018), wohingegen
in einer weiteren Studie von Im et al. sich kein Unterschied zwischen Patienten mit r-

axSpA und einer Kontrollgruppe ergab (Im et al., 2009, Taylan et al., 2012).
1.8.11 OPG

OPG ist ein Glykoprotein und gehort zur TNF-Rezeptorfamilie (Yasuda et al., 1998b). Es
handelt sich um einen Decoy-Rezeptor, der durch Bindung des RANK-Ligandens an
diesen eine weitere Signaltransduktion verhindert und die sonst folgende Kaskade der
Osteoklastenaktivierung unterbricht (Schett, 2007). Er wird vorrangig von Osteoblasten
exprimiert (Yasuda et al., 1998a). Osteoprotegerin wirkt somit protektiv auf die
Knochensubstanz und unterstitzt den Knochenaufbau indirekt (Lacey et al., 1998).

Patientinnen mit r-axSpA wiesen in Studien einerseits niedrigere Konzentrationen an
Osteoprotegerin, in anderen Studien im Vergleich zu Kontrollgruppen hohere
Konzentrationen auf (Sveaas et al., 2015, Taylan et al., 2012). Bei Patientinnen mit r-
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axSpA ohne Diabetes mellitus unter TNFa-Inhibitortherapie, konnte ein Zusammenhang
zwischen der Osteoprotegerinkonzentration im Serum und der Krankheitsaktivitat
gemessen durch BASDAI und VAS nachgewiesen werden (Genre et al., 2014). In der
Studie von Rademacher et al. 2019 konnte kein Zusammenhang zwischen den
Osteoprotegerinkonzentrationen von Patientinnen mit ax-SpA und der radiographischen
Progression der Patientinnen gezeigt werden (Rademacher et al., 2019).

1.8.12 BMP-2

BMP-2 gehort zur Familie des Transforming-Growth-Factor Beta (TGF-Beta) und ist ein
wichtiger Teil des Knochenstoffwechsel, aber auch an der Organogenese im Korper
beteiligt (Halloran et al., 2020). Es induziert die Differenzierung von Osteoblasten und
Chondroblasten (Liu et al., 2007).

Patientinnen mit r-axSpA wiesen erhdhte BMP-2-Serumkonzentrationen auf (Yang et al.,
2019). Aulerdem korrelierten die Serumkonzentrationen bei Patientinnen mit ax-SpA
mit der radiografischen Progression und dem Ausmal der Sakroiliitis (Perrotta et al.,
2019).

1.8.13 NTx

N-Telopeptid des Typ | Kollagens (NTx) ist ein Abbauprodukt des Kollagens Typ 1,
welches bei der Degradation von Knochenmatrix durch Osteoklasten entsteht und als
Marker der Knochenresorption dient (Shetty et al., 2016).

Die Serumkonzentrationen von NTx bei Patientinnen mit r-axSpA unterschieden sich
nicht von Kontrollgruppen (Taylan et al., 2012). Die Konzentrationen des Abbauproduktes
korrelierten jedoch mit einer Abnahme der Knochenmasse der Patientinnen (Acebes et
al., 1999).

1.9 Fragestellung

Patientinnen mit ax-SpA weisen interindividuell groRe Unterschiede bei der
Geschwindigkeit der Progression der Erkrankung auf (Kiltz et al., 2014). Dies betrifft das
Fortschreiten der Symptome der Patientinnen, aber auch der radiologisch sichtbaren,
destruktiven und proliferativen Veranderungen des skelettalen Systems (Kiltz et al.,
2014). In vorangegangen Studien konnten bereits oben beschriebene, klinische
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Prognosefaktoren der radiografischen Progression identifiziert werden. Neben bereits
bekannten Biomarkern wie CRP zur Vorhersage radiografischer Progression bedarf es
weiterer zuverlassiger Biomarker, die auch insbesondere unter verlaufsmodifizierender
Therapie, wie TNFa-Inhibitortherapie eine radiografische Progression voraussagen
konnen. Diese konnten helfen Patientinnen mit einem hohen Risiko fur radiografische
Progression zu identifizieren, um sie frihzeitig engmaschiger zu kontrollieren und
intensiver zu therapieren und so strukturelle Umbauvorgange zu verhindern (Poddubnyy
et al., 2011). Zudem konnte die Indikation fir die oft kostenintensive,
immunmodulatorische Therapie individuell besser gestellt werden.

Bereits einige Studien wurden durchgefuhrt, um Biomarker fur eine Pradiktion der
radiografischen Progression zu identifizieren, doch besonders unter Biologikatherapie
sind weitere Studien notwendig.

In dieser Arbeit sollen die folgenden Fragestellungen untersucht werden:

1. Konnen die untersuchten Entzindungsmarker und Marker des Knochen-und
Lipidstoffwechsels eine radiografische Progression bei Patientinnen mit r-axSpA

unter TNFa-Therapie vorhersagen?

2. Weisen Patientinnen mit r-axSpA unter TNFa-Therapie mit radiografischer
Progression unterschiedliche Konzentrationen an Entzindungsmarkern oder
Markern des Knochen- oder Lipidstoffwechsels im Vergleich zu Patientinnen mit
r-axSpA ohne radiografische Progression auf?

3. Verandern sich Entzindungsmarkern und Marker des Knochen- oder
Lipidstoffwechsels Uber die Zeit unter TNFa-Therapie bei Patientinnen mit r-
axSpA?

4. Besteht ein Zusammenhang zwischen Entziandungsmarkern, Krankheitsaktivitat,
BMI, Geschlecht oder CEDs und den Konzentrationen der Biomarker bei

Patientinnen mit r-axSpA unter TNFa-Therapie?
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2.Methodik

2.1 Studiendesign
2.1.1 Patientinnenkohorte

Es wurden 137 Patientlnnen mit r-axSpA aus der Groningen Leeuwarden Axial
Spondyloathritis (GLAS) Studie eingeschlossen. Diese schloss ambulante Patientinnen
aus dem University Medical Center Groningen (UMCG) und Medical Center Leeuwarden
(MCL) ein (Arends et al., 2011a). Es handelt sich um eine longitudinale Kohortenstudie,
welche seit November 2004 durchgefuhrt wird (Arends et al., 2011a). Einschlusskriterien
waren Volljahrigkeit, die Erfullung der modifizierten New-York Kriterien oder ASAS-
Kriterien fur die ax-SpA und der Beginn einer TNFa-Inhibitortherapie bei einer aktiven
Erkrankung (definiert nach den Empfehlungen der ASAS von 2006) (Arends et al.,
2011a). Die Patientinnen erhielten die Wirkstoffe Infliximab, Etanercept oder
Adalimumab, wobei die Auswahl gemeinsam durch die behandelnden
Rheumatologlnnen und die Patientinnen getroffen wurde (Arends et al., 2011a). Die
Infliximabgabe erfolgte mit 5mg/kg intravends nach 0, 2 und 6 Wochen, gefolgt von
Medikamentengaben in 8-wdchigen Intervallen (Maas et al., 2015). Die Adalimumabgabe
erfolgte mit 40mg subkutan alle 2 Wochen und Etanercept wurde in der Dosis von 50mg

wdchentlich oder 25mg zweimal wdchentlich verabreicht (Maas et al., 2015).

Zu Beginn der Studie wurden Daten zu Geschlecht, Alter, Gewicht, BMI, Symptomdauer,
HLA-B27 Status, Rauchverhalten und extraartikularen Manifestationen der Patientlnnen
erhoben (Maas et al., 2015).

Bei Beginn, nach 3 und 6 Monaten und anschlieend im halbjahrlichen Intervall, wurden
die Patientlnnen einer klinischen Untersuchung unterzogen (Arends et al., 2011a). Dabei
erfolgte die Erhebung des BASDAI, der Global Disease Activity (GDA), ASDAS, BASFI,
Schober Test, Uberpriifung auf Vorliegen peripherer Arthritis (mindestens ein
geschwollenes Gelenk), der Erythrozytensedimentationsrate und des CRPs (Arends et
al., 2011a).

Eine Bildgebung erfolgte zu Beginn und nach 2, 4 und 6 Jahren (Maas et al., 2015). Diese
beinhaltete eine laterale Rontgenaufnahme der zervikalen (C2-Th1) und lumbalen
Wirbelsdule (Th12 bis S1) (Maas et al.,, 2015). Deren Auswertung fand durch 2

qualifizierte, verblindete Personen nach dem mSASS-Score statt (Maas et al., 2015). Die
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Patientlnnen wurden randomisiert und die Bilder gemeinsam mit Bildern von Patientinnen
ohne TNFa-Inhibitortherapie ausgewertet (Maas et al., 2015). Patientinnen mit einem
MSASSS von bereits 71 Punkten bei Beginn, wurden von der Studie ausgeschlossen
(Maas et al., 2015).

Der Durchschnittswert beider unabhangiger Auswertungen beider Untersucher wurde
verwendet (Maas et al., 2015). Bei einer Abweichung von tber 5 Punkten erfolgte eine
erneute Beurteilung (Maas et al., 2015). Fehlende Werten wurden mittels einfacher
linearer Imputation ermittelt (Maas et al., 2015).

Als radiografische Progression wurde ein Anstieg des mSASSS von =2 Punkten nach 2
Jahren, 24 Punkten nach 4 Jahren und =4 Punkten nach 6 Jahren definiert. Parallel wurde
eine Einteilung nach Syndesmophytenneubildung vorgenommen, bei der 21
Syndesmophytenneubildung nach 2 Jahren, 22 Syndesmophytenneubildungen nach 4
und =2 Syndesmophytenneubildungen nach 6 Jahren als Progression definiert wurden.
Die Definition als Progressoren wurde nach 4 und 6 Jahren, jeweils durch denselben Wert
festgelegt, da wie bereits in 1.7.3 erlautert, es nach 4 Jahren durch die Therapie mit
TNFa-Inhibitoren zu einer Hemmung der radiografischen Progression kommt und sich

deren Verlauf Uber den Zeitraum nicht linear verhalt (Maas et al., 2017).
2.1.2 Materialgewinnung der Blutproben und Lagerung

Die Materialgewinnung erfolgte mittels peripherer, venoser Blutentnahme im Rahmen der
GLAS-Studie zur Baseline, nach 3 Monaten, 2 und 6 Jahren. Das Blut wurde zentrifugiert
und das aliquotierte Serum bis zur Auswertung bei -80 Grad im Gefrierschrank gelagert.

2.2 Biomarkerbestimmung
2.2.1 Eingesetzte ELISAs

Die Bestimmung der Biomarker erfolgte Uber den Einsatz kommerzieller Sandwich-
Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA), verblindet, in Doppelmessungen.
Hierbei kamen folgende zum Einsatzz MMP-3 (R&D Systems, US), Calprotectin
(BioLegend, US), VEGF (R&D Systems, US), Leptin (Thermo Fisher Scientific, US),
Visfatin/PBEF/Nampt (AdipoGen Life Sciences, Switzerland), Sclerostin (R&D
Systems,US), SAA (Thermo Fisher Scientific,US), HMW-Adiponektin (R&D Systems,
US), PIINP (Cloud-Clone Corp, China.), RANKL (R&D Systems,US), Osteoprotegerin
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(OPG, Biomedia Medizinprodukte GmbH& Co KG, Austria), BMP-2 (Thermo Fisher
Scientific, US), NTx (Osteomark, Abbott, US).

Die Bestimmung der Werte von MMP-3, Leptin, VEGF, Calprotectin und Teile von Visfatin

erfolgten durch Judith Rademacher, Martina Seipel und Lorraine Tietz. Die restlichen

Werte wurden von mir, Laura Josephine Gellert, erhoben.

2.2.2 Zusatzliche Materialien

Verbrauchsgegenstande:

Pipettenspitzen ep TIPS Standard 0,5-20 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen ep TIPS Standard 20-300 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen ep TIPS Standard 50-1000 ul, Eppendorf
Pipettenspitzen 200 ul,Sarstedt

Pipettenspitzen 1000 ul,Sarstedt Pipettenspitzen 5ul
Einwegkunststoffbehalter

Plastic Tubes fur Verdunnungen

Zylinder 500ml

Absorbierende Tucher

Geraéte:

Assistent 348/1, Karl Hecht AG

MS2 Minishaker, IKA

MRX Microplate Reader, DYNEX Technologies, Seriennummer 1CXC1253
Brutschrank, function line, Heraeus Instruments
Kudhlschrank 4 °C

Kuhlschrank -80 °C

Pipette Eppendorf Reference 10ul

Pipette Eppendorf Reference 100ul

Pipette Eppendorf Reference 300ul

Pipette Eppendorf Reference 1000ul
Serologische Pipetten 5mlI FALCON
Serologische Pipetten 5mlI FALCON
Serologische Pipetten 5mlI FALCON
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e Trifill Multichannel Ipettier Reservoir, CAMLAB
e Pipettierhilfe Sarpette Automatic, DESSAGA Sarstedt- Gruppe

Chemikalien:

e Ampuwa Spullésung, 1000ml Plastipur Fresenius, kabi
e 0,01 mol/L Phosphate Buffered Saline pH 7,0-7,2

2.2.3 Prinzip des Sandwich ELISAs

Mithilfe eines ELISAs konnen Konzentrationen eines Molekulls in verschiedensten
Flussigkeiten, meist Serum oder Urin bestimmt werden. Hierzu werden die ,Wells® der
Mikrotiterplatten zunachst mit einem monoklonalen Antikorper (Capture Antikorper)
beschichtet, der spezifisch an das zu bestimmende Molekul bindet. Im nachsten Schritt
werden der Standard, dessen Konzentrationen vorbekannt sind, und die Proben
hinzugegeben und binden an den Antikorper. Durch Waschvorgange werden
ungebundene Molekiile aus den Offnungen (Wells) entfernt. Im nachsten Schritt wird ein
Detektionsantikorper hinzugefugt, der ebenfalls an den Molekul-Antikbrperkomplex
bindet. Auch hier werden Uberschiisse anschlieBend durch Waschen entfernt. Nun wird
eine konjugierte Peroxidase (Streptavidin-Horse Raddish-Peroxidase) hinzugegeben,
welche an den Detektionsantikorper bindet. Auch dies wird von einem Waschschritt
gefolgt. Die Peroxidaseaktivitat wird durch das nun zuzufugende Substrat angezeigt. Bei
zunehmender Spaltung des Substrates durch die Peroxidase kommt es zu einer
Farbreaktion. Die Zugabe der Stopplosung beendet diese Farbreaktion nach einer
vorgegebenen Zeit. Das Ausmal} der Verfarbung ist nun proportional zur Konzentration
des zu messenden Moleklls. Die Farbaktivitat kann mittels eines ELISA-Readers Uber
die optische Dichte quantitativ bestimmt werden. Das eben beschriebene Prinzip ist in
der nachfolgenden Abbildung 3 dargestellt:
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Abbildung 3: Prinzip Sandwich ELISA 1=Capture Antikorper 2= Capture-Antikdrper
+ Standard/Probe 3= Capture-Antikorper + Standard/Probe + Detektionsantikorper 4=
Capture-Antikérper + Standard/Probe + Detektionsantikorper + konjugierte
Streptavidin-Peroxidase 5= Capture-Antikorper + Standard/Probe +
Detektionsantikdrper + konjugierte Streptavidin-Peroxidase + Substrat (katalysierte
Farbreaktion) (eigene Darstellung)

2.2.4 Allgemeine Durchfiihrung aller ELISAs

Die Bestimmung der Biomarker wurde gemal} der jeweiligen Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Vor Durchfihrung wurden stets alle Seren und alle Reagenzien auf
Raumtemperatur erwarmt und Verdunnungen und die Herstellung des Waschpuffers
nach Anleitung vorbereitet. Beim Pipettieren von neuen Verdinnungen wurde stets eine

ausreichende Mischung mittels Vortexgerat sichergestellt.

Zunachst erfolgte zur Minimierung des notwendigen Serums eine Etablierung des
ELISAs und eine anschlieBende Entscheidung fur einen Verdinnungsgrad der
Serumproben. Wenn in den ersten Messungen die Minimalkonzentration der
Standardkurve nicht erreicht wurde, wurde eine unverdinnte Nachmessung

durchgefuhrt. Bei weiter zu hohen Konzentrationen Uber der Standardkurve wurden
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erneute Nachmessungen mit hoheren Verdunnungen durchgefuhrt. Bei Abweichungen

der Doppelwerte tber 20% wurde eine Nachmessung veranlasst.
2.2.5 Anleitung ELISA Visfatin

Zur Bestimmung der Konzentrationen des Visfatins wurde der kommerziell erhaltliche
ELISA Nampt (Visfatin/PBEF) (human) von AdipoGen Life Siences verwendet.

Materialien:

e Mikrotiterplatte mit humanem Nampt Antikorper beschichtet
e Waschpuffer

e ELISA Puffer

e Detektionsantikorper

e Horse-Raddish-Peroxidase (HRP) Konjugat

e Standard

e Tetramethylbenzidin (TMB) Substratldsung

e Stopplosung

Der Standard wurde auf 16 ng/ml rekonstruiert und eine Verdinnungsreihe mit 300ul
verdunntem ELISA-Puffer mit 300 ul Transfers durchgefuhrt. Hierdurch ergaben sich

folgende Konzentrationen:

Standard 1 8 ng/ml
Standard 2 4 ng/ml
Standard 3 2 ng/ml
Standard 4 1 ng/ml
Standard 5 0,5 ng/ml
Standard 6 0,25 ng/ml
Standard 7 0,125 ng/ml
Standard 0 0 ng/ml

Die Serumproben wurden unverdinnt verwendet.

Zu Beginn wurden 100 pl des Standards oder der Probe am Morgen auf die Platte
aufgetragen und die Platte anschlie3end versiegelt und tber Nacht bei 4°C inkubiert. 100
ul des verdunnten Detektionsantikorpers wurden am nachsten Morgen, nach 3
vorangegangenen Waschzyklen mit 300 pl Waschpuffer, aufgetragen und fur 1 Stunde
bei 37°C inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wurden 100ul des verdunnten

HRP- Konjugates hinzugegeben. Es erfolgt eine erneute Stunde Inkubationszeit bei
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37°C. Nach diesmal 5 Waschzyklen mit 300 pl Waschpuffer wurden 100 ul TMB Substrat
aufgetragen und 10min in Dunkelheit inkubiert. Abschliel3end wurden 100 ul Stopplésung

aufgetragen und die Messung durch den Mikroplattenreader bei 450 nm durchgefuhrt.
2.2.6 Anleitung ELISA Sclerostin

Die Bestimmung der Sclerostinkonzentrationen erfolgte mittels des kommerziell
erhaltlichen Quantikine ELISA Human SOST Immunoassay von R&D Systems.

Materialien:

e Human SOST Mikroplatte

e Human SOST Konjugat

e Human SOST Standard

e Assay Verdunnungsmittel RD1X

e Kalibratorverdinnungsmittel RD5-20 Konzentrat
e Waschpufferkonzentrat

e Farbreagenz A (Hydrogenperoxid)

e Farbreagenz B (Tetramethylbenizidin)

e Stopplosung

e Plattenabdeckungen

Der rekonstruierte SOST Standard erzeugt eine Lagerlésung mit 20.000 pg/ml. Mithilfe
des Kalibratorverdunnungsmittels wurde eine Verdunnungsreihe mit Transfer von 500 pl

Losung durchgefuhrt, sodass sich folgende Standards ergaben:

Standard 1 2000 pg/mi

Standard 2 1000 pg/mi

Standard 3 500 pg/ml

Standard 4 250 pg/ml

Standard 5 125 pg/ml

Standard 6 62,5 pg/ml

Standard 7 31.3 pg/ml

Standard 0 0 pg/ml (Kalibratorverdiinnungsmittel)

Die Messung der Serumproben erfolgte unverdinnt.
Zu Beginn wurden 100 ul des Assay Verdinnungsmittel RD1X in jedes Well pipettiert.
AnschlieRend wurden 50 pl des jeweiligen Standards und der Proben unverdinnt in jedes

Well hinzugegeben und unter Folienabdeckung fur 2h bei Raumtemperatur auf einem
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Plattenshaker bei 500 pm inkubiert. Als nachstes wurde ein 4- maliger Waschvorgang mit
400 pl Waschpuffer durchgefihrt. Nun wurden 200 pl des human SOST Konjugats zu
jedem Well hinzugefugt und unter Folienabdeckung erneut 2h bei Raumtemperatur auf
dem Mikroplattenshaker inkubiert. Nach einem erneuten Aspirations-und Waschvorgang,
wurden in jedes Well 200 ul Substratlosung pipettiert und fur 30 min unter Lichtschutz
inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 50 ul der Stopplésung in jedes Well und
es kam zum gelben Farbumschlag. Innerhalb von 30 Minuten (min) erfolgte die Messung
der optischen Dichte bei 450nm und Referenzlange von 630nm.

2.2.7 Anleitung ELISA SAA

Zur Bestimmung der Konzentrationen des SAAs wurde das kommerziell erhaltliche
Invitrogen Human SAA ELISA Kit von Thermofisher verwendet.

Materialien:

¢ Human SAA Standard

e Standardverdunnungspuffer

e Human SAA Antikorper konjugierte Platte

e Human SAA Biotin Konjugat

e Streptavidin-HRP in 100x Verdunnung

e Streptavidin HRP Verdunner

e Stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidin)
e Waschpufferkonzentrat (

e Stopplosung

Der Standard mit 600 ng/ml wurde zur Bildung einer Verdinnungsreihe mit dem
Standardverdunnungspuffer mit jeweils 300 ul verdunnt und nach Mischung und 10 min

Wartezeit direkt verwendet. So ergaben sich folgende Konzentrationen:

Standard 1 600 ng/ml

Standard 2 300 n/ml

Standard 3 150 n/ml

Standard 4 75 ng/ml

Standard 5 37,5 ng/ml

Standard 6 18,8 ng/ml

Standard 7 9,4 ng/ml

Standard 0 0 ng/ml (Standardverdiinnungsmittel)
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Die Messung der Serumproben wurde in 200-facher, 300-facher oder in den meisten
Fallen in 500-facher Verdunnung mit dem Standardpuffer durchgefuhrt. Bei
Nachmessungen wurden auch Proben in 600-facher, 1200-facher, 2400-facher und
3200-facher Verdinnung in Verdunnungsreihen verwendet, wobei stets mindestens 2 pl

des Serums pipettiert wurden.

Zu Beginn wurden 100 ul des Standards oder der vorverdinnten Proben in die
entsprechenden Wells pipettiert, wobei 2 Wells fur die Farbblanks leer verblieben.
AnschlieRend wurden 50 ul des Human SAA Konjugates in jedes Well, auler denen der
Farbblanks pipettiert und 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein 4-
facher Waschvorgang. Von der nach dem Manual vorbereiteten Streptavidin-HRP
Lésung wurden 100 ul in jedes Well aulRer den Farbblanks gegeben. Die abgedeckte
Platte inkubierte 30 min vor dem erneuten 4-fachen Waschen. Nach der Zugabe von 100
ul stabilisiertem Chromogen, kam es zu einer Blaufarbung unter 30 min Inkubation unter
Lichtausschluss. Durch die Zugabe von 100 ul Stopplésung erfolgte der Farbumschlag
nach gelb. Die Auswertung wurde innerhalb von 2h durch einen Mikroplattenreader bei
450 nm durchgefuhrt.

2.2.8 Anleitung ELISA HMW-Adiponektin

Fir die Bestimmung der Konzentrationen des HMW-Adiponektin wurde der kommerziell
erhaltliche Quantikine ELISA Human HMW Adiponectin/Acrp 30 Immunoassay von R &D

Systems verwendet.
Materialien:

e Human HMW Adiponektin Mikroplatte
e Human HMW Adiponektin Konjugat

e Human HMW Adiponektin Standard

e Assay Verdunnungsmittel RD1W

e Kalibratorverdiunnungsmittel RD6-61
e Waschpufferkonzentrat

e Farbreagenz A

e Farbreagenz B

e Stopplosung
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Der Standard wurde auf 500pg/ml rekonstruiert und eine anschlielfende
Verdunnungsreihen mit 200ul Transfers mit dem Kalibratorverdinnungsmittel
durchgefuhrt.

Standard 1 500 ng/ml

Standard 2 250 ng/ml

Standard 3 125 ng/ml

Standard 4 62,5 ng/ml

Standard 5 31,3 ng/ml

Standard 6 15,6 ng/ml

Standard 7 7,8 ng/ml

Standard 8 3,9 ng/ml

Standard 0 0 ng/ml (Kalibratorverdiinnungsmittel)

Die Messung der Serumproben erfolgte in 100-facher Verdinnung.

Auf 100 pl Assay Puffer in jedem Well, wurden 50 pul Standard oder vorverdinnten Probe
gegeben und 3h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem 4-maligen Waschvorgang
wurden 200 pul Human HMW-Adiponektin Konjugat hinzugegeben und die Platte erneut
1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem erneuten 4-maligen Waschvorgang wurden
200 ul Substratlosung, welche vorher nach Manual hergestellt wurden, pipettiert. Unter
30 min Inkubation unter Lichtausschluss kam es zu einer Blaufarbung und durch die
anschlielfende Zugabe von 50 ul Stopplosung zum Farbumschlag. Die optische Dichte
wurde bei 450 nm durch einen Mikroplattenreader wunter 540/570nm

Wellenlangenkorrektur bestimmit.
2.2.9 Anleitung ELISA PIINP

Zur Bestimmung des PIINP wurde der kommerziell erhaltliche ELISA von Cloud-Clone

Corporation verwendet.
Materialien:

e PIINP Mikroplatte

e Standard

e Standardverdinnungsmittel

e Detektionsreagenz A

e Detektionsreagenz B

e TMB Substrat

e Waschpuffer (30x Konzentrat)
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e Assay Verdunner A

e Assay Verdunner B

e Stopplosung
Der rekonstruierte Standard ergab eine Konzentration von 12.000 pg/ml. Die
Verdunnungsreihe wurde mit Standardverdiinnungsmittel durch Ubertragung von 500l

durchgefuhrt und ergab folgende Konzentrationen:

Standard 1 6000 pg/ml

Standard 2 3000 pg/ml

Standard 3 1500 pg/ml

Standard 4 750 pg/ml

Standard 5 375 pg/ml

Standard 6 87,5 pg/ml

Standard 7 93,75 pg/ml

Standard 0 0 pg/ml (Standardverdiinnungsmittel)

Die Messung der Seren erfolgte in 50-facher Verdinnung mit Phosphatpuffer.

100 pl des Standards oder der vorverdunnten Proben wurden in die jeweiligen Wells
pipettiert und 1h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Flussigkeit ohne Waschvorgang
aus den Wells entfernt. Als nachstes wurden 100 ul des vorverdunnten
Detektionsreagenz A hinzugegeben und erneut 1h bei 37° C inkubiert. Die Flussigkeit
wurde drei Mail aspiriert und jedes Mal mit 350 ul der Waschlosung mit 1-2 Minuten Pause
gewaschen. Nun wurden 100 pl des vorverdunnten Detektionsreagenz B hinzugegeben,
abgedeckt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneuten 5 Waschvorgangen wurden 90
ul Substratlésung pipettiert und 10-20 (aber nicht langer als 30) min bei 37°C, bei
Dunkelheit inkubiert, wonach sich die Flussigkeit blau verfarbte. Durch Zugabe der 50 pl
Stopplosung kam es zum gelben Farbumschlag. Die Messung erfolgte bei 450nm.

2.2.10 Anleitung ELISA OPG

Zur Bestimmung der Konzentration des OPGs wurde der kommerziell erhaltliche ELISA

Osteoprotegerin von Biomedica verwendet.

Materialien:

e Mikrotiterplatte mit Antikdrper beschichtet
e Waschpuffer (x20 Konzentration)
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e Anti-OPG Antikorper

e Standards in Verdunnungen 1-6
e Kontrolle

e Assay Puffer

e Streptavidinkonjugat

e Substratlosung

e Stopplosung

Der Standard lag in diesem Kit bereits in den folgenden Verdunnungen vor:

Standard 1 20 pmol/l
Standard 2 10 pmol/l
Standard 3 5 pmol/l
Standard 4 2,5 pmol/l
Standard 5 1,25 pmol/l
Standard 0 0 pmol/l

Die Serumproben wurden unverdinnt untersucht.

Auf 150 pl Assay Puffer in jedem Well wurden 20 ul Standard, Probe oder Kontrolle
hinzugegeben und vermischt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 50 pul Anti-OPG-
Antikorper gefolgt von 4h Inkubation bei Raumtemperatur. Nun erfolgten 5
Waschvorgange mit 300 ul Waschpuffer, sowie anschliel3end das Pipettieren von 200pl
Streptavidinkonjugat und 1h Inkubation bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten
Waschvorgang wurden 200 pl Substratlosung hinzugegeben und far 30 min in Dunkelheit
inkubiert. AbschlieRend wurden 50 ul Stoppldsung pipettiert und es erfolgte die optische

Messung bei 450 nm mit Referenz bei 630 nm durch den Mikroplattenreader.
2.2.11 Anleitung ELISA RANKL

Zur Bestimmung der Konzentration des RANKL-Proteins wurde der kommerziell
erhaltliche Human Trance /RANKL/TNSF11 ELISA mit dem DuoSet Ancillary Reagent Kit

2 von R&D Systems verwendet.
Materialien:

e Human TRANCE Capture Antikorper

e Human TRANCE Detektionsantikorper
e Human TRANCE Standard

e Streptavidin-HRP

e Mikroplatte
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e PBS

e Waschpuffer

e Reagenzverdunner
e Substratlosung

e Stopplosung

Nach Rekonstruktion des Standards wurde eine Verduinnungsreihe mit 500 pl

Reagenzverdunner A durchgefuhrt, sodass folgende Konzentrationen entstanden:

Standard 1 5000 pg/ml

Standard 2 2500 pg/mi

Standard 3 1250 pg/mi

Standard 4 625 pg/mi

Standard 5 313 pg/mi

Standard 6 156 pg/mi

Standard 7 78,1 pg/ml

Standard 0 0 pg/ml (Reagenzverdinner A)

Die Seren wurden in vierfacher Verdinnung mit Reagenzverdinner verwendet.

Im ersten Schritt wurde der rekonstruierter Capture Antikorper mit 100ul aufgetragen und
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Morgen erfolgten 3
Waschvorgange mit 400 ul Waschpuffer. Dann wurden 300 ul Reagenzverdinner in
jedes Well pipettiert und bei Raumtemperatur fur mindestens 1h inkubiert. Nach
Wiederholung des Waschvorganges wurden 100 pl der vorverdinnten Proben oder des
Standards hinzugegeben und 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein erneuter
Waschvorgang und die Zugabe von 100 pul des rekonstruierten Detektionsantikorpers und
eine 2-stundige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschvorgang wurden
100 ul des rekonstruierten Streptavidins pipettiert und 20 min bei Raumtemperatur in
Dunkelheit inkubiert. Nach erneutem Waschen und der Zugabe von 100 ul
Substratlosung in  jedes Well, wurde 20 Minuten ohne Lichtexposition bei
Raumtemperatur erneut inkubiert. Durch die Hinzugabe von 50 pl Stopplésung, kam es

zum Farbumschlag. Es erfolgte die Messung bei 450nm durch den ELISA Reader.
2.2.12 Anleitung ELISA BMP-2

Die Bestimmung der Konzentrationen des BMP-2 erfolgte mittels des kommerziell
erhaltlichem ELISA Human BMP2 ELISA von Thermofisher.

Materialien
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e Mikrotiterplatte mit anti-human BMP-2 Antikorper beschichtet
e Human BMP-2 Standard

e Waschpuffer (20x Konzentration)

e Biotiniliertes Antikbrperreagenz

e Streptavidin-HRP Reagenz

e TMB Substrat

e Stopplosung

e Assayverdunner A

e Assayverdunner B

Zunachst wurde der Standard auf 50 ng/ ml rekonstruiert und eine 3000 pg/ml Lésung
hergestellt, welche fur eine Verdunnungsreihe mit 250 pl des Assayverdinners A mit

Transfer von 250 ul benutzt wurde. Es ergaben sich folgende Konzentrationen:

Standard 1 3000 pg/ml

Standard 2 1500 pg/ml

Standard 3 750 pg/mi

Standard 4 375 pg/mi

Standard 5 187,5 pg/ml

Standard 6 93,75 pg/ml

Standard 7 46,88 pg/ml

Standard 0 0 pg/ml (Assay Verdinner A)

Die Serumproben wurden unverdinnt pipettiert.

Zu Beginn wurden 100 pul des Standards oder der Probe in die Wells gegeben und 2,5 h
bei Raumtemperatur unter leichtem Einsatz eines Mikroplattenshakers inkubiert.
AnschlieRend wurden 4 Waschvorgange mit 300 ul Waschpuffer durchgefihrt. Nun
wurden 100 ul des vorbereiteten Biotynilated AntikOrperreagenz hinzugegeben und 1h
bei Raumtemperatur auf dem Shaker inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschvorgang und
die Zugabe von 100 pl der vorbereiteten Streptavidin-HRP Losung und eine 45-minutige
Inkubation. Nach erneutem Waschvorgang wurden 100 ul TMB Substrat hinzugegeben
und die Platte 30 min bei Dunkelheit unter Shaking inkubiert. Als letztes erfolgte die
Zugabe von 50 pl Stopplosung. Die Messung erfolgte bei 450nm durch den

Mikroplattenreader.
2.2.13 Anleitung ELISA NTx

Zur Durchfuhrung des NTx ELISAs wurde der kommerziell erhaltliche ELISA Osteomark
NTx Serum von Abbott verwendet.
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Materialien:

e Mikrotiterplatte antigenbeschichtet
e Verdlnnungspuffer

e Antikorperkonjugatkonzentrat

e Antikorperkonjugatverdinner

e Chromogenreagenz

o Gepuffertes Substrat

e Stopp-Reagenz

e Waschpuffer

e Standards 1-6

e Kontrollen Level 1,2

Die Standardverdunnungen waren im Kit bereits vorhanden in folgenden Verdinnungen:

Standard 1 40nM
Standard 2 20nM
Standard 3 10nM
Standard 4 5nM
Standard 0 OnM

Die Standards, Kontrollen und Serumproben wurden mit Verdlinnungspuffer im
Verhaltnis 1:5 verdinnt. Nun wurden 100 ul der Standards, Kontrollen oder Proben in die
Wells pipettiert. Es folgte die Gabe von 100 ul vorbereiteter AntikOrperkonjugatlosung in
jedes Well und eine Inkubationszeit von 90 min. Nach einem Waschvorgang mit 5-
maligem Waschen mit 350 pl Waschpuffer, wurden 200 pl des vorbereiteten
Chromogenreagenz hinzugefugt und fur 30 min inkubiert. Anschlielfend wurden 100 pl
Stopplosung hinzugegeben und die Messung erfolgte nach 5-minitigem Warten durch
den Mikroplattenreader bei 450nm Wellenlange.

2.2.14 Bestimmung der Serumkonzentrationen

Die Ergebnisse des Mikroplattenreaders wurden mittels des Programmes Magellan F50
V 7.0 des ELISA-Readers mittels 4-Parameterkurve ausgewertet und hinsichtlich der

vorgenommenen Verduinnungen korrigiert.
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2.3 Auswertung der Serumproben

Durch ein begrenztes Volumen an vorliegendem Patientenserum konnten nicht fur alle
Biomarker Nachmessungen im vollen Ausmal} erfolgen. Insbesondere bei den zuletzt
durchgefuhrten Bestimmungen zu NTx, lag bei vielen Werten eine hohe Abweichung der
Doppelwerte vor, sodass wir uns fur einen Abbruch der weiteren Experimente und
stattdessen fur Nachmessungen beim Biomarker Visfatin entschieden. Die einzelnen
Biomarker sind in der folgenden Tabelle aufgeschlusselt.

Biomarker Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
bestimmter Werte < Werte > Doppelwerte
Serumproben Minimum Maximum zu hohe
Abweichung
MMP-3 465 1 1 0
Calprotectin 465 0 0 0
VEGF 465 26 0 0
Visfatin 435 18 0 0
Leptin 465 0 0 0
Sclerostin 461 27 0 3
Adiponektin 455 0 0 0
SAA 458 1 0 0
PIINP 456 0 0 0
Osteoprotegerin 432 17 0 0
RANKL 449 337 0 4
BMP-2 432 289 0 0
NTx 162 0 20 76

Tabelle 3: Anzahl ausgewerteter Serumproben fiir Biomarker

Da bei den Biomarkern RANKL und BMP-2 die meisten Werte unterhalb des Minimums
des messbaren Bereichs lagen und Nachmessungen nicht mehr erfolgen konnten,
wurden diese beiden Biomarker nicht statistisch ausgewertet. Ebenso wurde NTx wegen
der wenigen Werte und grof3en Abweichungen der Doppelwerte nicht in die weitere
statistische Analyse miteinbezogen.
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2.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Programme IBM SPSS Statistics Version
28 und GraphPad Prism 9.

Far die deskriptive Statistik wurden mittels dieser Mittelwerte, Haufigkeiten in % und

Standardabweichungen bestimmt.

Die Kohorte wurde anschliefend in Progressoren und Nicht-Progressoren eingeteilt:
Diese Einteilung erfolgte unabhangig jeweils zu 3 Zeitpunkten nach 2, 4 und 6 Jahren
und zu jedem Zeitpunkt einmal nach dem mSASSS und einmal nach der
Syndesmophytenneubildung, wie bereits im Vorhinein unter 2.1 beschrieben. So ergaben
sich 6 Gruppen. In allen Gruppen wurden die Progressoren und Nicht-Progressoren
erneut mittels deskriptiver Statistik fur die Patientinnencharkateristika und die
Biomarkerkonzentrationen untersucht. Zudem wurde mittels Mann-Whitney-U-Test flr
metrische Variablen und des Fishers Exact Test fur kategoriale Variablen untersucht, ob
Unterschiede zwischen diesen Gruppen bestehen. Das Signifikanzniveau wurde als p <
0,05 definiert.

Um eine Veranderung der Biomarker Uber die Zeit von der Baseline zu 3 Monaten, 2
Jahren und 6 Jahren zu untersuchen, wurde der Wilcoxontest verwendet. Die Analyse
wurde einmal unter Einbeziehung aller fur den jeweiligen Zeitpunkt vorliegenden Werte
durchgefuhrt und einmal ausschliel3lich fur die Patientlnnen fur die zu allen 4 Zeitpunkten
Werte vorliegen.

Zur Untersuchung einer Assoziation der metrischen Variablen CRP, ASDAS, BASDAI
und BMI und den Biomarkern zur Baseline wurde eine lineare Regression durchgefuhrt.
Eine unterschiedliche Verteilung der Biomarkerkonzentrationen in Abhangigkeit von
kategorialen Variablen, wie dem Geschlecht und dem Vorliegen einer chronisch-
entzundlichen Darmerkrankung, wurde mittels Man-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Mittels logistischer Regression wurde zunachst untersucht, ob die spater im
multivariablen Modell verwendeten klinischen Patientinnencharakteristika Geschlecht,
BMI, Rauchen, CRP, Symptomdauer, mSASSS und Syndesmophyten mit der
radiografischen Progression assoziiert sind. AnschlieRend wurde mittels logistischer
Regression ein Zusammenhang und mdglicher Vorhersagewert der Biomarker mit dem

Vorliegen einer radiografischen Progression untersucht. Die Analyse wurde fur alle 6
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Einteilungen nach Progressoren, welche oben erlautert wurden, in einer univariablen und
multivariablen logistischen Regression durchgefuhrt. Die multivariable Analyse wurde bei
Einteilung nach mSASSS fir Geschlecht, BMI, CRP >5 mg/l, Rauchen, Symptomdauer
und mSASSS zur Baseline adjustiert. Bei Einteilung nach Syndesmophyten erfolgte die
Einbeziehung von Geschlecht, BMI, CRP >5mg/l, Rauchen, Symptomdauer und

Syndesmophyten zur Baseline.

Dieselben Analysen wurden zur Untersuchung der Biomarkerverlaufe erneut fur die
Veranderungen der Konzentrationen der Biomarker, einmal von der Baseline zu 3
Monaten und fur die Differenz von der Baseline zu 2 Jahren durchgefuhrt. Im
multivariablen Modell erfolgte die Einbeziehung der oben genannten Variablen unter

Erganzung der jeweiligen Biomarkerkonzentration zur Baseline.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob Kombinationen von Biomarkern die Vorhersage
erhohen kdonnen. Die Kombination aus Leptin, Visfatin und HMW-Adiponektin, welche in
der ENRADAS-Kohorte als Kombination signifikant war, wurde mittels logistischer
Regression in allen 6 Einteilungen nach Progressoren untersucht (Rademacher et al.,
2019). Zudem wurden die Kombinationen der Biomarker, welche eine signifikante
Assoziation bzw. einen signifikanten Trend fur die radiografische Progression gezeigt
hatten mit p<0,05 oder p<0,1 untersucht.

Zur Uberpriifung des pradiktiven Wertes, der in der logistischen Regression signifikanten
Biomarker wurde eine Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve gebildet, zunachst
ausschlieRlich mit den Biomarkern. Anschliel3end erfolgte die Analyse im multivariablen
Modell unter Adjustierung der oben genannten Variablen (Geschlecht, BMI, CRP >5 mgl/l,
Rauchen, Symptomdauer und mSASSS oder Syndesmophytenneubildung). Die Bildung
der ROC-Kurve erfolgte aus den Wahrscheinlichkeiten der multivariablen logistischen
Regression. Zudem wurde eine ROC-Analyse nur mit den Variablen des multivariablen
Modells ohne Biomarker durchgefuhrt.

3.Ergebnisse:

3.1 Kohortencharakterisierung

Von den 137 in die Auswertung eingeschlossenen Patientlnnen war die Mehrheit mit 98
Patienten (71,5%) mannlichen Geschlechts, HLA-B27 positiv (78,8%) und
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durchschnittlich 41,9 Jahre alt. Ein Drittel der Kohorte gab an Raucher zu sein. Die
durchschnittliche Symptomdauer lag bei 16 Jahren. Die Baselinecharakteristika sind der

Tabelle 1 zu enthehmen.

Basisdaten der Patientinnen Anzahl Alle Patientinnen
(n)

Maénnlich n (%) 137 98 (71,5)
Alter in Jahren 137 42,0 (10,8)
Raucher n (%) 118 42 (35,6)
BMI in kg/m? 95 26,1 (3,9)
Symptomdauer in Jahren 134 16,0 (10,4)
HLA-B27 positiv n (%) 137 108 (78,8)
CRP in mg/I 135 18,6 (18,2)
ESR in mm/h 135 26,1 (20,6)
ASDAScrp-Score in Punkten 134 3,9 (0,7)
BASDAI-Score in Punkten 137 6,1 (1,6)
BASFI-Score in Punkten 133 5,5 (2,0)
mSASSS in Punkten 137 10,6 (16,1)
Anzahl Syndesmophyten 137 3,3 (5,0)

Tabelle 4: Patientinnencharakteristika zur Baseline (Metrische Variablen werden als
Mittelwerte mit (STD=Standardabweichung) angegeben

3.2 Analyse der Untergruppen
3.2.1 Vergleich Progressoren und Nicht-Progressoren nach 2 Jahren

Nach der Einteilung der Kohorte anhand der mSASSS-Progression nach 2 Jahren, ergab
sich eine Subgruppe von 44 Progressoren und 89 Nicht-Progressoren. Progressoren
waren signifikant haufiger mannlich, wiesen eine langere Symptomdauer von
durchschnittlich 3,1 Jahren auf und waren durchschnittlich 7 Jahre alter bei Beginn der
Studie. Die Progressoren besalien zudem eine hohere Anzahl an Syndesmophyten und
hatten einen durchschnittlich um 13,6 Punkte hdheren mSASSS zur Baseline.
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In der Einteilung in Progressoren nach Syndesmophytenbildung nach 2 Jahren ergab

sich eine Gruppe von 28 Progressoren und 88 Nicht-Progressoren. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich hier bezlglich des Alters zu Beginn der

Studie (Progressoren waren 9,8 Jahre alter), sowie der Anzahl der Syndesmophyten (4,3

Syndesmophyten mehr bei den Progressoren) und dem mSASSS (bei Progressoren 14,1

Punkte mehr zu Beginn). Die gesamten Charakteristika der Untergruppen sind in Tabelle

2 fur beide Einteilungen ersichtlich.

Einteilung nach A mSASSS 2 2 Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung 21

Basisdate N | Gesamt P NP p-Wert | N | Gesamt P NP p-Wert
n der
Patientinn (n=133) | (n=44) | (n=89) (n=116) | (n=28) (n=
en 88)
Maénnlichn | 133 95 40 55 <0,001 | 116 84 24 60 0,090
(%) (71,4) | (90,9) | (61.,8) (72,4) | (857) | (682)
Alter in 133 41,9 46,6 39,6 <0,001 | 116 41,6 49,1 39,3 | <0,001
Jahren (10,9) (9,3) (10,9) (11,0) (9,9) (10,4)
Rauchern | 114 42 15 27 0,638 | 102 34 9 25 0,956
(%) (36,8) | (44,1) | (33,7) (33,3) | (37,5) | (32,1)
BMI in 91 26,1 26,9 25,7 0,063 | 80 26,1 27,0 25,8 0,160
kg/m* (3.8) (3.1) (4.1) (4,0) (3.6) | “41)
Symptomd | 130 16,0 18,0 14,9 0,034 | 113 15,6 19,1 14,5 0,050
auer in (10,4) (8,9) (11,0) (10,2) (11,1) (9,7)
Jahren
HLA-B27 133 104 34 70 1,000 | 116 92 23 69 0,793
positiv n (78,2) (77,3) (78,7) (79,3) (82,1) | (78,4)
(%)
CRP in 131 18,0 22,2 15,9 0,15 | 114 18,3 17,6 18,5 0,774
mg/I| (17,1) (18,1) (16,2) (18,1) (17,3) | (18,4)
ESRin 131 254 28,6 23,9 0,77 | 114 25,0 23,3 25,6 0,621
mm/h (19,9) (19,2) (20,2) (20,1) (18,6) | (20,6)
ASDAScrp | 130 3,9 3,9 3,8 0,971 | 114 3,9 3,9 3,8 0,838
-Score in (0,7) (0,7) (0,7) (0,7) (0,6) (0,7)
Punkten
BASDAI- 133 6,1 5,8 6,3 0,14 | 116 6,1 5,8 6,3 0,347
Score in (1,6) (1,6) (1,6) (1,6) (1,6) (1,6)
Punkten
BASFI- 129 55 54 5,6 0,526 | 112 55 55 55 0,931
Score in (2,0) (1,8) (2,1) (2,0) (1,8) (2,0)
Punkten
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mSASSS 133 10,6 19,7 6,1 <0,001 | 116 10,1 20,8 6,7 <0,001
in Punkten (16,0) (18,8) (12,2) (15,8) (21,6) | (11,7)

Anzahl 133 3,3 6,0 1,9 <0,001 | 116 | 3,1 (4,9) 6,4 21 <0,001
Syndesmo (5,0) (5,9) (3,8) (6,7) (3,7)

phyten

Tabelle 5 Patientinnencharakteristika Progressoren und Nicht-Progressoren nach
2 Jahren Metrische Variablen werden als Mittelwerte mit (Standardabweichung)
angegeben (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren, N=Anzahl); Ermittlung des p-
Wertes mittels Mann-Whitney-U Test fur metrische Variablen und Fishers exact Test fur
kategoriale Variablen: Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

Bei der Einteilung der Progressoren nach mSASSS ergaben sich signifikant hohere

Werte fur die Biomarker Calprotectin, Sclerostin und SAA bei den Progressoren nach 2

Jahren. In der Einteilung nach Syndesmophytenneubildung zeigten sich bei den

Progressoren signifikant hohere Werte fur Sclerostin. Die gesamten Ergebnisse der

Konzentrationen der Subgruppen nach beiden Einteilungen sind in Tabelle 6 nachfolgend

dargestellt.
Einteilung nach A mSASSS 2 2 Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung 21
Biomarker N Gesamt P NP p-Wert | N Gesa P NP p-Wert
mt
(n=133) | (n=43) (n= (n=28) (n=
90) (n=11 88)
6)

MMP3 in 133 21,8 22,8 214 0,165 | 116 | 22,76 22,9 22,7 0,416
ng/ml (STD) (13,3) (11,6) | (14,1) (13,7) | (10,2) | (14,7)
VEGF in 133 401,2 430,0 | 387,0 | 0,459 | 116 | 4145 | 410,0 | 416,0 | 0,661
pg/ml (STD) (255,5) | (295,2) | (232,9) (263,8) | (310,0) | (249,3)
Calprotectin | 133 7,6 9,8 6,5 0,043 | 116 8,0 11,0 7.1 0,460
in ng/ml (9,8) (15,0) (5,5) (10,4) | (18,3) (5,9)
(STD)
Leptin in 133 13,7 9,4 15,9 0,586 | 116 | 12,7 11,9(1 12,9 0,661
ng/ml (STD) (19,7) (7,0) (23,4) (15,8) 7,6) (15,3)
Visfatin in 123 3,2 4,4 2,6 0,071 | 106 3,4 4,7 3,0 0,277
ng/ml (STD) (4.3) G7) | B2 (44) | (66) | (35)
Sclerostinin | 132 122,4 146,0 | 111,0 | 0,009 | 115 | 1223 | 151,5 | 113,3 | 0,021
pg/ml (STD) (74,6) (80,6) | (69,2) (73,1) | (83,3) | (67,7)
SAA in 133 0,3 0,3 0,3 0,031 | 116 | 0,3423 0,3 0,4 0,951
pg/ml (STD) 0,7) 07) | (0.7) 0,8) | (0,7) |(08)
HMW- 132 4,8 4,7 4,8 0,533 | 115 4,7 4,7 4,7 0,379
Adiponektin (2,8) (3,3) (2,5) (2,9) (3,9) (2,5)
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in ug/mi

(STD)

PIINP in 131 33,1 33,1 33,2 0,918 | 114 | 33,7 35,1 33,2 0,190
ng/ml (14,2) (13,2) | (14,8) (14,0) | (11,2) | (14,8)
Osteoproteg | 130 4,5 4,3 4,6 0,950 | 113 4,5 4,4 4,5 0,640
erin in (1.8) (1.4) | (20) (1.8) | (1,2) | (2,0)

pmol/l

Tabelle 6 Biomarkerkonzentrationen im Durchschnitt der Progressoren und Nicht-
Progressoren nach 2 Jahren (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren
STD=Standardabweichung, N=Anzahl); Ermittlung des p-Wertes mittels Mann-Whitney-
U- Test, Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

3.2.2 Vergleich Progressoren und Nicht-Progressoren nach 4 Jahren

Die Einteilung nach mSASSS nach 4 Jahren ergab 44 Progressoren und 92 Nicht-
Progressoren. Die Gruppe der Progressoren zeigte signifikante Unterschiede bezuglich
des mannlichen Geschlechts (93,2% der Progressoren waren Manner, bei den Nicht-
Progressoren 60,9%), hoheren Alters (Progressoren waren 6,4 Jahre alter), den
Mittelwerten des BASDAI (Nicht-Progressoren hatten durchschnittlich 0,6 Punkte hdhere
Werte), sowie der Anzahl an Syndesmophyten und dem mMSASSS zur Baseline

verglichen mit den Nicht-Progressoren.

Eine Progression im Sinne einer Bildung von mindestens zwei Syndesmophyten uber 4
Jahren zeigten 37 Patientlnnen, verglichen mit 86 Nicht-Progressoren. Man sah hier
ebenfalls signifikante Unterschiede bezlglich des Geschlechts (89,2% der Progressoren
waren Manner, verglichen mit 64,0% der Nicht-Progressoren), des Alters (Progressoren
waren 7,6 Jahre alter), aber auch der Symptomdauer (Progressoren hatten eine 4,9 Jahre
langere Symptomdauer), sowie der Anzahl an Syndesmophyten und des mSASSS zur
Baseline. Die einzelnen Ergebnisse der Patienlnnencharakteristika nach beiden
Einteilungen sind in Tabelle 7 ersichtlich.

Einteilung nach A mSASSS 2 4 Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung 22

Basisdaten N Gesa P NP p-Wert | N Gesa P NP p-Wert
der mt mt
Patientlnnen (n=44) (n= (n=37) (n=

(n=13 92) (n=12 86)

6) 3)

Mannlich n 136 97 41 56 <0,001 | 123 88 33 55 0,004
(%) (71,3) | (93,2) | (60,9) (71,5) | (89,2) | (64,0)
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Alter in 136 | 41,9 46,2 39,8 0,002 | 123 | 42,2 47,5 39,9 0,001

Jahren (10,8) | (10,1) | (10,6) (11,2) | (11,0) | (10,5)

Raucher n 117 41 16 25 0,217 | 106 36 12 24 0,378

(%) (35,0) | (47,1) | (30,1) (34,0) | (38,7) | (32,0)

BMI in kg/m? 94 26,0 26,3 25,9 0,312 84 26,2 27,1 25,8 0,079
(3,9) 28) | (43) (3,9) @2 | “41)

Symptomdau | 133 15,5 17,6 14,9 0,055 | 120 15,9 19,3 14,54 0,017

er in Jahren (10,4) (9,0) (10,9) (10,6) | (10,6) | (10,4)

HLA-B27 136 107 35 72 1,000 | 123 98 29 69 0,811

positiv n (%) (78,7) | (79,5) | (78,3) (79,7) | (78,4) | (80,2)

CRP in mgl/l 134 18,4 22,3 16,5 0,13 121 18,9 227 17,2 0,113
(18,2) | (17,7) | (18,3) (18,8) | (21,7) | (17,3)

ESRinmm/h | 134 | 26,0 294 24,3 0,051 | 121 26,8 28,3 26,1 0,291
(20,7) | (194) | (21,2) (20,9) | (18,6) | (22,0)

ASDAScrp- 133 3,9 3,9 3,8 0,876 | 120 3,8 3,9 3,8 0,521

Score in (0,7) (0,7) (0,8) (0,7) (0,7) (0,7)

Punkten

BASDAI- 136 6,1 5,7 6,3 0,035 | 123 6,0 6,1 6,0 0,823

Score in (1,6) (1,4) (1,6) (1,6) (1,5) (1,6)

Punkten

BASFI-Score 132 54 55 54 0,805 | 120 54 5,8 5,3 0,287

in Punkten (2,0) (1,9) (2,1) (2,1) (1,9( (2,1)

mSASSS in 136 10,6 19,9 6,2 <0,001 | 123 11,5 21,2 ( 7.4 <0,001

Punkten (16,1 | (17,9) | (13,2) (16,7) 21.6) (14,8)

Anzahl 136 3,3 6,1 1,9 <0,001 | 123 3,6 6,4 2,3 <0,001

Syndesmoph (5,0) (5,5) (4,2) (5.2) (5,1) 4,7)

yten

Tabelle 7 Patientinnencharakteristika Progressoren und Nicht-Progressoren nach
4 Jahren Metrische Variablen werden als Mittelwerte mit (Standardabweichung)
angegeben (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren, N=Anzahl); Ermittlung des p-
Wertes mittels Mann-Whitney-U Test fur metrische Variablen und Fishers exact Test fur
kategoriale Variablen: Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

Bei den Serumkonzentrationen der Biomarker lie3 sich nach der Einteilung nach

MSASSS nach 4 Jahren ein signifikant hoherer Wert des SAA bei Progressoren zeigen.

In der Untergruppe der Progressoren nach Syndesmophyten zeigten sich signifikant

hohere Konzentrationen von Visfatin und Sclerostin zur Baseline. Die gesamten

Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestelit.

Einteilung nach A mSASSS 2 4

Syndesmophytenneubildung 22

Einteilung nach
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Biomarker N Gesa P NP p-Wert | N Gesa P NP p-Wert

mt mt
(n=44) (n= (n=37) (n=
(n=13 92) (n=12 86)
6) 3)

MMP3 in 136 | 22,4 22,8 22,2 0,19 | 123 | 224 21,0 22,35 | 0,997
ng/ml (STD) (14,6) | (11,4) | (16,0) (14,8) (8,4) (14,8)
VEGF in 136 | 402 396,4 | 404,7 | 0,485 | 123 | 414,7 | 381,2 | 429,2 | 0,151
pg/ml (STD) (253,5) | (192,8) | (278,8) (258,5) | (185,0) | (284,1)
Calprotectin | 136 7,6 7.1 7,8 0,381 | 123 7,1 7.4 6,9 0,107
in ng/ml 9,7) | (56) | (11,1) (6,00 | (61) | (6,0)
(STD)
Leptin in 136 | 13,3 8,2 15,7 0,065 | 123 | 14,3 10,8 15,7 0,437
ng/ml (STD) (18,9) (6,8) (22,2) (20,4) | (12,0) | (23,0)
Visfatin in 126 3,2 29 3,3 0,539 | 115 3,1 3,2 3,1 0,002
ng/ml (STD) 42) | (44) | 41) (40) | 47) | (36)
Sclerostin 135 122 131,9 | 117,3 | 0,232 | 122 | 121,6 | 1357 | 115,7 | 0,007
in pg/ml (74,0) | (77,8) | (72,1) (74,5) | (67,4) | (76,9)
(STD)
SAA in 136 0,3 0,3 0,3 0,025 | 123 0,3 0,4 0,3 0,905
pg/ml (STD)

0,8) | (0,8) | (08) 0,8) | (0,8) | (0,7)
HMW- 135 4,8 4,7 4,7 0,554 | 123 4,8 5,0 47 0,952
Adiponektin (27,8) (3,3) (2,5) (2,9) (3,5) (2,6)
in ug/mi
(STD)
PIINP in 134 | 33,3 32,7 33,6 0,719 | 122 | 334 32,3 33,9 0,829
ng/ml (14,3) | (13,2) | (14,9) (14,7) | (12,7) | (15,5)
Osteoproteg | 133 4,4 4,4 4,5 0,660 | 121 4,4 4,4 4,4 0,194
erin in (1,8) (1,4) (2,0) (1,8) (1,4) (2,0)
pmol/l

Tabelle 8 Biomarkerkonzentrationen im Durchschnitt der Progressoren und Nicht-
Progressoren nach 4 Jahren (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren
STD=Standardabweichung, N=Anzahl); Ermittlung des p-Wertes mittels Mann-Whitney-
U Test, Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

3.2.3 Vergleich Progressoren und Nicht-Progressoren nach 6 Jahren

Anhand des mSASSS ergab sich die Einteilung in 36 Progressoren und 50 Nicht-
Progressoren nach 6 Jahren. An signifikanten Unterschieden in den
Patientinnencharakteristika zur Baseline lief3en sich das mannliche Geschlecht (91,7%
der Progressoren waren mannlich, bei den Nicht-Progressoren 58%), die Symptomdauer
(Progressoren hatten eine 4,8 Jahre langere Symptomdauer), das Alter (Progressoren
waren 6,9 Jahre alter), sowie auch der BMI (Progressoren hatten einen um 2,1 Punkte
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héheren BMI) nachweisen. Auch die Konzentration des CRPs (Progressoren hatten ein
7 mg/l héheres CRP) unterschied sich und Progressoren wiesen mehr strukturelle

Veranderungen zur Baseline auf.

Bei der Unterteilung nach Syndesmophyten ergaben sich 30 Progressoren und 50 Nicht-
Progressoren. Auch hier zeigten sich Unterschiede bezuglich Symptomdauer
(Progressoren hatten eine 6,9 Jahre langere Symptomdauer), dem Alter und dem BMI
(Progressoren wiesen einen durchschnittlich 2,1 Punkte hdheren BMI auf), sowie Anzahl
der Syndesmophyten und der mSASSS. Die einzelnen Ergebnisse der

Patientinnencharakteristika nach beiden Einteilungen mit Signifikanzen sind in Tabelle 9

dargestellt.
Einteilung nach A mSASSS 24 Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung 22
Basisdaten N Gesa P NP p-Wert | N Gesa P NP p-Wert
der mt mt
Patientlnnen (n=36) (n= (n=30) (n=
(n=86) 50) (n=80) 50)
Mannlich n 86 62 33 29 0,001 | 80 57 26 31 0,022
(%) (72,1) | (91,7) | (58,0) (71,3) | (86,7) | (62,0)
Alter in 86 41,2 45,2 38,3 0,002 | 80 41,3 46,1 38,5 0,002
Jahren (10,1) (9,8) (9,5) (10,5) | (10,0) (9,8)
Raucher n 72 29 13 16 0,589 | 67 27 10 17 0,679
(%) (40,3) | (48,1) | (356) (40,3) | (45,5) | (37,8)
BMI in kg/m? 51 25,6 26,8 24,7 0,025 | 49 25,6 27,6 245 0,005
(36) | (26) | (40 (3.8) | (B3) | (B7)
Symptomdau | 83 15,6 18,3 13,5 0,015 | 77 15,6 19,9 13,0 | <0,001
er in Jahren (9,3) (9,2) (8,9) (9,1) (7,6) (9,1)
HLA-B27 86 66 27 39 0,799 | 80 62 22 40 0,583
positiv n (%) (76,7) | (75,0) | (78,0) (77,5) | (73,3) | (80,0)
CRP in mg/l 85 20,0 241 17,1 0,040 | 79 20,1 22,5 18,7 0,293
(18,7) | (19,1) | (18,0) (20,4) | (21,8) | (19.,6)
ESR in mm/h 85 274 31,7 24,3 0,052 | 79 26,2 28,0 25,0 0,102
(20,6) | (20,9) | (20,1) (20,3) | (17.2) | (22,1)
ASDAScrp- 84 3,9 3,8 3,9 0,378 | 78 3,9 3,8 3,9 0,229
Score in (0,8) (0,8) (0,7) (0,8) (0,8) (0,8)
Punkten
BASDAI- 86 6,0 55 6,3 0,10 80 6,0 57 6,2 0,113
Score in (1,7) (1,4) (1,8) (1,7) (1,6) (1,8)
Punkten
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BASFI-Score 84 54 5,2 54 0,567 78 5,3 55 5,2 0,780
in Punkten 21) | (1,9 | 23) 21) | (1,8 | 23)

mSASSS in 86 9,0 18,1 2,4 <0,001 | 80 8,7 16,6 4,0 <0,001
Punkten (13.8) | (17,0) | (4,5) (137) | (15,0) | (10,4)

Anzahl 86 2,8 5,6 0,7 <0,001 | 80 2,7 51 1,3 <0,001
Syndesmoph (4,4) (5,4) (1,6) (4,5) (5,0) (3.4)

yten

Tabelle 9 Patientinnencharakteristika Progressoren und Nicht-Progressoren nach
6 Jahren Metrische Variablen werden als Mittelwerte mit (Standardabweichung)
angegeben (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren, N=Anzahl); Ermittlung des p-
Wertes mittels Mann-Whitney-U Test fur metrische Variablen und Fishers exact Test fur
kategoriale Variablen: Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

In den Konzentrationen der Biomarker zeigte sich nur bei der Unterteilung nach

Syndesmophyten signifikant

hohere Konzentrationen des Sclerostins bei den

Progressoren zur Baseline. Die gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 10 ersichtlich.

Einteilung nach A mSASSS 24 Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung 22
Biomarker N | Gesamt P NP p-Wert | N Gesa P NP p-
mt Wert
(n=86) | (n=36) (n= (n=30) (n=
50) (n=80) 50)
MMP3 in 86 21,6 22,1 21,3 0,239 | 80 21,8 224 22,1 0,673
ng/ml (13,6) (10,2) | (15,8) (14,0) | (10,7) | (15,8)
(STD)
VEGF in 86 385,3 412,2 | 3659 | 0,218 | 80 | 391,2 | 411,7 | 378,99 | 0,306
pg/ml (225,1) | (199,7 | (241,9) (231,2) | (221,7) | (238,1)
(STD) )
Calprotecti | 86 7,7 9,1 6,8 0,147 | 80 7,8 9,3 6,9 0,279
nin ng/ml (11,4) (15,7) (6,9) (11,8) | (17,1) (6,9)
(STD)
Leptin in 86 11,8 8,1 14,5 0,854 | 80 12,3 11,1 13,1 0,558
ng/ml (19,5) (6,3) | (24, 8) (20,1) | (13,0) | (23,5)
(STD)
Visfatin in 79 | 2,6 (3,7) 2,8 2,4 0,508 | 75 2,5 29 2,3 0,218
ng/ml 43) | (B.1) B7) | 44) | G1)
(STD)
Sclerostin 85 106,4 117,8 98,4 0,112 | 80 | 109,3 | 128,9 97,5 0,049
in pg/ml (63,1) (63,7) | (62,0) (64,1) | (70,6) | (57,4)
(STD)
SAA in 86 0,4 0,3 0,4 0,151 | 80 0,4 0,3 0,5 0,512
pg/ml (0,8) 0.6) | (0.9) 09 | O7) | (1,0
(STD)
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HMW- 85 4,6 4,6 45 0,908 | 79 45 4.4 45 0,904
Adiponekti (2,4) (2,4) (2,3) (2,4) (2,4) (2,5)

n in pg/mi

(STD)

PIINP in 84 33,4 33,2(1 33,5 0,761 | 78 33,8 32,3 34,8 0,644
ng/ml (16,3) 3,9) (17,) (16,7) | (13,1) | (18,7)
Osteoprote | 83 4.7 43 50 0,232 | 78 4,7 4,3 4,9 0,400
gerin in 2,1) (1,4) (2,4) (2,1) (1,4) (2,4)

pmol/l

Tabelle 10 Biomarkerkonzentrationen im Durchschnitt der Progressoren und Nicht-
Progressoren nach 6 Jahren (P=Progressoren, NP= Nicht-Progressoren
STD=Standardabweichung, N=Anzahl); Ermittlung des p-Wertes mittels Mann-Whitney-
U Test, Signifikanzniveau: p<0,05 (fett markiert)

3.3 Veranderung der Biomarkerkonzentrationen lber die Zeit unter TNFa-

Inhibitortherapie
3.3.1 Konzentrationen der Biomarker zu den verschiedenen Zeitpunkten

Bei allen untersuchten Biomarkern kam es zu Veranderungen der Konzentrationen uber
die Zeit. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der durchschnittlichen Konzentrationen
an MMP-3, VEGF, Calprotectin und SAA vom Zeitpunkt der Baseline zu jeweils dem
Zeitpunkt von 3 Monaten, 2 Jahren und 6 Jahren. Sclerostin zeigte eine signifikante
Zunahme der Konzentration von der Baseline zu 2 Jahren und der Baseline zu 6 Jahren.
Fur PIINP sahen wir eine signifikante Abnahme der Konzentration zwischen Baseline und
3 Monaten. Bei Osteoprotegerin zeigte sich eine signifikante Abnahme der Konzentration
von der Baseline zu 3 Monaten und nach 6 Jahren. Auch HMW-Adiponektin zeigt eine
signifikante Abnahme zwischen Baseline und nach 6 Jahren. Die gesamten Ergebnisse

sind in den folgenden Boxplots in Abbildung 4 dargestellit.
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Abbildung 4: Verlauf der Biomarkerkonzentrationen unter TNFa-Inhibitortherapie Darstellung als Boxplots mit allen
vorliegenden Werte zu den verschiedenen Zeitpunkten (BL=Baseline, 3Mo= 3 Monate, 2J=2Jahre, 6J=6Jahre) mit Signifikanzen
erhoben mittels Wilcoxon Test *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001
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3.3.2 Konzentrationsverlauf der Biomarker iiber die Zeit

Unter Auswertung der Konzentrationen der Patientlnnen ausschlief3lich mit vorliegenden
Werten zu allen Zeitpunkten, Uber den gesamten Zeitraum von 6 Jahren, zeigten sich
eine signifikante Anderung der Konzentration von Baseline zu jeweils allen 3 Zeitpunkten
fur VEGF und SAA. Fir MMP-3 und Calprotectin lag eine signifikante Abnahme der Werte
von der Baseline zu 3 Monaten und Baseline zu 6 Jahren vor. Bei Sclerostin kam es zu
einer Zunahme der Konzentration zum 2-Jahres- und zum 6-Jahreszeitpunkt. Fur die
Adipokine Visfatin und Leptin war eine signifikante Zunahme von der Baseline zu 2
Jahren ersichtlich. HMW-Adiponektin nahm von der Baseline zu 6 Jahren signifikant ab.
Und fur Osteoprotegerin lag eine signifikante Konzentrationsabnahme von der Baseline
zu 3 Monaten vor. Die gesamten Ergebnisse sind in den Boxplots in Abbildung 5
dargestellt.
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Abbildung 5: Verlauf der Biomarkerkonzentrationen unter TNFa-Inhibitortherapie Darstellung als Boxplots mit Werten aller
Patientinnen zu allen 3 Zeitpunkten (BL=Baseline, 3Mo= 3 Monate, 2J=2Jahre, 6J=6Jahre) mit Signifikanzen erhoben mittels
Wilcoxon Test *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001
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3.4 Zusammenhdnge von Biomarkern und Patientinnencharakteristika
3.4.1 CRP und Biomarker

Nach der Analyse mittels linearer Regression ergab sich ein signifikant proportionaler
Zusammenhang zwischen der Konzentration des CRPs zu Beginn der Studie und den
Konzentrationen des VEGFs (p=0,028; R=0,19), des Calprotectins (p<0,001; R=0,314),
des SAAs (p<0,001; R=0,631) und des PIINPs (p=0,003; R=0,255) zu Beginn.
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Abbildung 6: Zusammenhang der Biomarker zur Baseline mit CRP, Darstellung als
Scatterplots, Bestimmung des Zusammenhangsmalles R mittels linearer Regression,
Signifikanz p<0,05

3.4.2 ASDAS und Biomarker

In der linearen Regression zeigte sich zwischen dem ASDAS als MaR der
Krankheitsaktivitat und der Biomarkerkonzentration ein signifikanter Zusammenhang mit
den Konzentrationen von SAA (p<0,001; R=0,361), Calprotectin (p<0,001; R=0,314) und
PIINP (p=0,046; R=0,174). Die gesamten Ergebnisse sind in den nachfolgenden
Scatterplots der Biomarker dargestellt.
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3.4.3 BASDAI und Biomarker

Der Biomarker Leptin wies alleinig einen signifikanten Zusammenhang mit dem BASDAI-

Score (p=0,028, R=0,188) auf. Die Effektstarke war gering. Die gesamten Ergebnisse

sind nachfolgend in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung Nr.8 Zusammenhang der Biomarker zur Baseline mit BASDAI,
Darstellung als Scatterplots, Bestimmung des Zusammenhangsmales R mittels linearer
Regression, Signifikanz p<0,05

3.4.4 BMI und Biomarker

Zwischen dem BMI der Patientinnen und den Biomarkern MMP-3 (p=0,015; R=0,249)
und HMW-Adiponektin (p=0,006 und R=0,289) konnte eine signifikante, negative
Assoziation gezeigt werden. Zwischen Leptin und dem BMI bestand ein proportionaler
Zusammenhang (p<0,001; R=0,426). Die Ergebnisse sind in Abbildung 9

veranschaulicht.

40 40 R=0,027
L]
3 35 . . p=0,798
. L]
~ ~ L] .
E E % o0
2 30 23 : . s
£ £ o ogte® > °
= = o $eo . .
= s °
@ 25 o 25 e, 0 o)':'u. P )
L] - °
oo %, .
%0 °
20 20 °s °e . o
° 0
15 15
0 20 40 60 80 100 0 250 500 750 1000 1250
Konzentration MMP-3 in ng/ml Konzentration VEGF in pg/ml
40
40 R=0,052 .
® 35 R=0,426
35 . . . p=0,614 .
t s ° g. p<0,001
% oo s
x 30 { s c
£ . " %° . ° =
Hi —T'": S & 2
L v
@ % :. ¥ ‘et ° (‘
° 0.: A
2w " ., . nf & °
°® ]
15 0 10 20 30 40 15 0 50 100 150 200
Konzentration Calprotectin in ng/ml Konzentration Leptin in ng/ml

69



40
R=0,11
L]
35 o o o . ° p=0,915
E D ° E
= ®eo o =
2 30 ®e 2
£ ) % S . £
= v - =
@ 25 o} 0o e - ¢ @
[ °
'. °e® °
L]
20[ % ° . o
%
15 15
0 2 4 6 8 10 12 14 0 100 200 300 400 500
Konzentration Visfatin in ng/ml Konzentration Sclerostin in pg/ml

40 R=0,289

° p=0,006

BMI in kg/m?
BMI in kg/m?

15
0 1 2 3 4 P 5 10 15 20
Konzentration SAA in pg/ml Konzentration HMW-Adiponektin Baseline in pg/ml
40 40
R=0,002
. R=0,106 . ’
35 ° ® 35 o ®
=0,988
o * % e p=0,312 ; .%o p=0,
E E . L4 0 °
g 2 3 ; o % .
E E » :?.'.: K o ¢
3 a X Mo *
» 0g T o .
o o M e 5. .
20 LA 4
° L]
15 15
0 25 50 75 100 125 0 3 5 8 10 13
Konzentration PIINP in ng/ml Konzentration OPG in pmol/l

Abbildung Nr.9 Zusammenhang der Biomarker zur Baseline mit BMI, Darstellung als
Scatterplots, Bestimmung des Zusammenhangsmalles R mittels linearer Regression,
Signifikanz p<0,05

3.4.5 Geschlecht und Biomarker

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Patientlnnen
und den Biomarkern MMP-3 (p<0,001; R=0,363), Leptin (p<0,001; R=0,477) und OPG
(p=0,002; R=0,270) in der linearen Regression. Bei Vergleich der Subgruppen mittels
Man-Whitney-U-Test ergaben sich signifikant hohere Werte von MMP-3 bei den
Mannern, signifikant hohere Werte von Leptin und OPG bei Frauen. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 10 ersichtlich.
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mittels Mann-Whitney-U-Test (dicke Linie

3.4.6 CED und Biomarker
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In der vorliegenden Kohorte wiesen 15 Patientinnen eine CED auf. Beim Vergleich von Patientinnen mit CED und ohne ergab sich

eine signifikant hohere Konzentration an MMP-3 bei Vorliegen einer CED. Die Konzentrationen an VEGF zeigten einen statistischen

Trend mit p=0,057 und auch in der linearen Regression zeigte sich eine signifikante Korrelation zu den VEGF-Konzentrationen

(p=0,021; R=0,198). Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 veranschaulicht.
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3.5 Logistische Regression zur Uberpriifung des Zusammenhanges zur

radiografischen Progression

3.5.1 Zusammenhang klinischer Parameter mit der radiografischen Progression
nach 2 Jahren

Es =zeigte sich fur die Progressoren nach AmMmSASSS 22, als auch nach
Syndesmophytenneubildung 21, ein signifikanter Zusammenhang mit dem Geschlecht
der Probandinnen (p=0,001). In der Einteilung der Progressoren nach AmMSASSS stellte
sich zudem ein Zusammenhang zum erhéhten CRP (p=0,041) und dem mSASSS
(p=0,000) zur Baseline dar. Eine Zunahme des mSASSS zu Beginn um einen Punkt, ging
mit einem 6% erhdhten Risiko einer Progression einher. Bei der Einteilung nach
Syndesmophytenneubildung zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zur
Symptomdauer (p=0,044) und zur Anzahl an Syndesmophyten (p<0,001). Die Zunahme
um einen Syndesmophyten ging mit einem 17%ig erhoéhten Risiko einer Progression
einher. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Variable Odds Ratio (KI) p-Wert
Geschlecht (Mdnner vs. Frauen) 6,18 (2,03-18,82) 0,001
Progressoren
nach 2 Jahren . 2 ]
nach A mSASSS BMI (in kg/m*) 1,09 (0,97-1,23) 0,149
>
22 CRP (=5mg/l vs <5mgl/l) 2,97 (1,05-8,43) 0,041
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 1,55 (0,68-1,52) 0,295
Symptomdauer (in Jahren) 1,03 (0,99-1,07) 0,117
mSASSS (in Punkten) 1,06 (1,03-1,09) <0,001
Progressoren Geschlecht (Mdnner vs. Frauen) 2,80 (0,89-8,84) 0,079
nach 2 Jahre
nach BMI (in kg/m?) 1,08 (0,96-1,23) 0,221
Syndesmophyten-
neubildung 21 CRP (=5mg/l vs <5mg/l) 1,04 (0,37-2,93) 0,941
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 1,27 (0,49-3,30) 0,621
Symptomdauer (in Jahren) 1,04 (1,00-1,09) 0,044
Anzahl Syndesmophyten 1,17 (1,07-1,28) 0,001
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Tabelle 11 Logistische Regression nach 2 Jahren von Geschlecht, BMI, CRP,
Rauchen, Symptomdauer, mSASSS und Syndesmophytenneubildung mit der
radiografischen Progression nach A mSASSS =22 und zu Progressoren nach
Syndesmophytenneubildung =1

3.5.2 Zusammenhang klinischer Parameter mit der radiografischen Progression

nach 4 Jahren

Bei Betrachtung der Einteilung in Progressoren nach 4 Jahren ergab sich ebenfalls ein
signifikanter Zusammenhang zum Geschlecht und einer CRP-Konzentration Uber 5 mg/!
und dem mSASSS in der Einteilung nach A mSASSS 24 Punkte. Bei der Unterteilung
nach Syndesmophytenneubildung 22 zeigte sich erneut ein signifikanter Zusammenhang
zum Geschlecht, zur Symptomdauer und zur Anzahl an Syndesmophyten bei Baseline.

Variable Odds Ratio (KI) p-Wert
Geschlecht (Mdnner vs. Frauen) 8,79 (2,53-30,51) <0,001
Progressoren
nach 4 Jahren . 2 i
nach A mSASSS BMI (in kg/m*) 1,03 (0,92-1,15) 0,605
>
24 CRP (=5mg/l vs <5mgl/l) 3,85 (1,25-11,87) 0,019
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 2,06 (0,91-4,69) 0,084
Symptomdauer (in Jahren) 1,03 (0,99-1,06) 0,165
mSASSS (in Punkten) 1,06 (1,03-1,08) <0,001
Progressoren Geschlecht (Mdnner vs. Frauen) 4,65 (1,51-14,35) 0,008
nach 4 Jahre
nach BMI (in kg/m?) 1,10 (0,97-1,24) 0,145
Syndesmophyten-
neubildung 22 CRP (=5mg/l vs <5mgl/l) 3,11 (0,99-9,76) 0,052
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 1,34 (0,56-3,21) 0,508
Symptomdauer (in Jahren) 1,05 (1,01-1,09) 0,022
Anzahl Syndesmophyten 1,116 (1,07-1,25) <0,001

Tabelle 12 Logistische Regression nach 4 Jahren Geschlecht, BMI, CRP, Rauchen,
Symptomdauer, mSASSS und Syndesmophytenneubildung mit der radiografischen
Progression zu Progressoren nach 4 Jahren nach A mSASSS 24 und zu Progressoren
nach Syndesmophytenneubildung =2
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3.5.3 Zusammenhang klinischer Parameter mit der radiografischen Progression
nach 6 Jahren

Bei der Einteilung nach radiografischer Progression nach 6 Jahren zeigte sich ein
Zusammenhang zu Geschlecht und BMI in beiden Einteilungen. Ein um eine Einheit
erhohter BMI ging mit einer 20-bzw. 29-%-héheren Chance einer radiografischen
Progression einher. Zudem war ein signifikanter Zusammenhang zwischen
radiografischer Progression und Symptomdauer in beiden Einteilungen ersichtlich. Eine

Erhéhung des mSASSS um einen Punkt ging mit einer 25%-igen Chance einer

Progression nach 6 Jahren einher.

Variable Odds Ratio (KI) p-Wert
Geschlecht (Mdnner vs. Frauen) | 7,97 (2,15-29,48) 0,002
Progressoren nach
6 Jahren nach A ; 2 .
mMSASSS >4 BMI (in kg/m*) 1,20 (1,01-1,42) 0,044
CRP (=5mg/l vs <5mgl/l) 4,36 (0,89-21,30) 0,069
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 1,68 (0,64-4,44) 0,293
Symptomdauer (in Jahren) 1,06 (1,01-1,11) 0,022
mSASSS (in Punkten) 1,25 (1,12-1,40) <0,001
Progressoren nach | Geschlecht (Médnner vs. Frauen) | 3,984 (1,20-13,20) 0,024
6 Jahre nach
Syndesmophyten- | BMI (in kg/m?) 1,29 (1,07-1,57) 0,009
neubildung 22
CRP (=5mg/l vs <5mgl/l) 3,59 (0,73-17,67) 0,116
Rauchen (Raucher vs. Nicht-
Raucher) 1,37 (0,49-3,86) 0,548
Symptomdauer (in Jahren) 1,09 (1,03-1,16) 0,002
Anzahl Syndesmophyten 1,28 (1,1-1,49) 0,002

Tabelle 13 Logistische Regression nach 6 Jahren Geschlecht, BMI, CRP, Rauchen,
Symptomdauer, mSASSS und Syndesmophytenneubildung mit der radiografischen
Progression zu Progressoren nach 6 Jahren nach A mSASSS 24 und zu Progressoren
nach 6 Jahre nach Syndesmophytenneubildung =2
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3.5.4 Zusammenhang der Biomarkerkonzentrationen zur radiografischen

Progression nach A mSASSS

Im univariablen Modell zeigte sich nach 2 Jahren ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den Biomarkern Sclerostin und Visfatin zu Baseline und der radiografischen
Progression. Im multivariablen Modell blieb Visfatin signifikant, der Zusammenhang far
Sclerostin verschwand. Zusatzlich ergab sich im multivariablen Modell ein signifikanter

Zusammenhang fur Calprotectin mit der radiografischen Progression.

Zur radiografischen Progression nach 4 Jahren stellte sich ein signifikanter
Zusammenhang mit dem Biomarker Leptin im univariablen Modell dar. Der

Zusammenhang blieb auch im multivariablen Modell signifikant.

Fiar die Einteilung in Progressoren nach 6 Jahren ergaben sich Zusammenhange im
multivariablen Modell fur die Biomarker MMP-3 und Leptin zur Baseline. Die

Gesamtergebnisse der Analyse sind in Tabelle 14 dargestellt.

Biomarker Z Univariables Modell Multivariables Modell
Odds Ratio (95% KIl) | p-Wert Odds Ratio (95% Ki) p-Wert
MMP-3 2 1,01 (0,98-1,04) 0,565 0,99 (0,95-1,03) 0,527
4 1(0,98-1,03) 0,825 0,98 (0,94-1,02) 0,240
6 1,01 (0,97-1,04) 0,775 0,92 (0,84-1) 0,043
VEGF 2 1(1-1) 0,363 1(1-1) 0,853
4 1(1-1) 0,857 1(1-1) 0,807
6 1(1-1) 0,349 1(1-1,01) 0,348
Calprotectin | 2 1,04 (1-1,1) 0,129 1,2 (1,06-1,36) 0,005
4 0,99 (0,95- 1,04) 0,716 1,07 (0,97-1,19) 0,169
6 1,02 (0,98- 1,07) 0,397 1,73 (0,9-3,33) 0,103
Leptin 2 0,97 (0,94-1) 0,087 0,9 (0,77-1,04) 0,154
4 0,95 (0,91-1) 0,034 0,61 (0,45-0,83) 0,002
6 0,97 (0,92-1,01) 0,155 0,32 (0,13-0,82) 0,018
Visfatin 2 1,11 (1,01-1,22) 0,036 1,47 (1,14-1,89) 0,003
4 0,98 (0,89-1,07) 0,659 1,04 (0,85-1,24) 0,704
6 1,03 (0,91-1,16) 0,654 1,8 (0,69-4,68) 0,228
Sclerostin 2 1,01 (1-1,01) 0,015 1,01 (1-1,02) 0,213
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4 1(1-1,01) 0,288 1(0,99-1,01) 0,988
6 1,01 (1-1,01) 0,166 0,99 (0,97-1,01) 0,308
SAA 2 1,06 (0,64-1,76) 0,816 1,34 (0,56-3,19) 0,510
4 1,02 (0,64-1,63) 0,934 0,82 (0,4-1,69) 0,595
6 | 0,87 (0,48-1,59) 0,656 0,86 (0,14-5,18) 0,866
Adiponektin | 2 | 0,99 (0,87-1,13) 0,871 1,14 (0,0-1,44) 0,277
4| 0,99(0,87-1,13) 0,859 1,03 (0,84-1,27) 0,749
6 1(0,84-1,21) 0,969 0,96 (0,55-1,69) 0,885
PIINP 2 1(0,97-1,03) 0,989 0,99 (0,95-1,03) 0,496
4 1(0,97-1,02) 0,742 0,98 (0,94-1,02) 0,286
6 1(0,97-1,03) 0,921 0,98 (0,94-1,03) 0,483
OPG 2 | 0,92(0,75-1,14) 0,468 1,18 (0,84-1,66) 0,353
4| 0,97(0,79-1,19) 0,733 1,33 (0,85-2,06) 0,213
6 | 0,84 (0,66-1,07) 0,150 0,91 (0,4-2,08) 0,816

Tabelle 14 Zusammenhang der Biomarker mit der radiografischen Progression zur
Baseline nach A mSASSS 22 nach 2, 24 nach 4 und 2 4 nach 6 Jahren im
univariablen und multivariablen Modell der logistischen Regression (Z=Zeitpunkt,
Multivariables Modell korrigiert fur: Geschlecht, Rauchen, BMI, Symptomdauer,
CRP>5mg/l, mSASSS zur Baseline)

3.5.5 Zusammenhang der Biomarkerkonzentrationen zur radiografischen
Progression nach Syndesmophytenbildung

Nach 2 Jahren zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der radiografischen
Progression und dem Biomarker Sclerostin im univariablen Modell, der Effekt ging im
multivariablen Modell verloren. Im multivariablen Modell nach 2 Jahren stellte sich ein

Zusammenhang zu Calprotectin dar.

Fir die radiografische Progression nach 6 Jahren zeigte sich erneut eine Signifikanz fur
Sclerostin ausschlieRlich in der univariablen Analyse. Die Gesamtergebnisse sind

nachfolgend in Tabelle 15 veranschaulicht.

Biomarker |Z Univariables Modell Multivariables Modell
Odds Ratio (95% KIl) | p-Wert Odds Ratio (95% Ki) p-Wert
MMP-3 2 1(0,97-1,03) 0,959 0,99 (0,95-1,03) 0,525
4 0,99 (0,96-1,02) 0,519 0,97 (0,93-1,01) 0,170
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6 1(0,96-1,03) 0,828 0,98 (0,91-1,04) 0,455
VEGF 2 1(1-1) 0,916 1(1-1) 0,258
4 1(1-1) 0,347 1(1-1) 0,460
6 1(1-1) 0,538 1(1-1,01) 0,618
Calprotectin | 2 1,03 (1- 1,08) 0,156 1,11 (1,00-1,23) 0,048
4 1,01 (0,95- 1,08) 0,660 1,08 (0,97-1,19) 0,153
6 1,02 (0,98- 1,06) 0,415 1,23 (0,88-1,71) 0,223
Leptin 2 1(0,97-1,02) 0,763 1(0,95-1,05) 0,943
4 0,98 (0,96-1,01) 0,231 0,95 (0,87-1,03) 0,177
6 1(0,97-1,02) 0,671 1(0,91-1,1) 0,946
Visfatin 2 1,07 (0,98-1,18) 0,128 1,09(0,91-1,31) 0,360
4 1,01 (0,92-1,12) 0,838 0,98 (0,8-1,2) 0,810
6 1,05 (0,92-1,19) 0,502 1,36 (0,63-1,96) 0,436
Sclerostin | 2 1,01 (1-1,01) 0,023 1(0,99-1,01) 0,842
4 1(1-1,01) 0,181 1(0,99-1,01) 0,828
6 1,01 (1-1,02) 0,039 1(0,98-1,01) 0,644
SAA 2 0,86 (0,46-1,62) 0,639 0,94 (0,44-1,99) 0,865
4 1,1 (0,66-1,83) 0,723 2,35 (0,79-6,93) 0,123
6 0,84 (0,47-1,49) 0,547 0,81 (0,31-2,12) 0,670
Adiponektin | 2 1(0,86-1,15) 0,953 1,07 (0,88-1,31) 0,503
4 1,04 (0,91-1,19) 0,572 1,11 (0,90-1,37) 0,327
6 0,98 (0,82-1,19) 0,861 0,87 (0,51-1,49) 0,615
PIINP 2 1,01 (0,98-1,04) 0,539 1(0,97-1,04) 0,901
4 0,99 (0,97-1,02) 0,603 0,99 (0,95-1,03) 0,558
6 0,99 (0,96-1,02) 0,517 0,97 (0,91-1,04) 0,343
OPG 2 0,97 (0,76-1,25) 0,815 1,1(0,81-1,5) 0,549
4 0,98 (0,79-1,22) 0,877 1,17 (0,86-1,6) 0,308
6 0,87 (0,68-1,1) 0,240 0,96 (0,56-1,66) 0,888

Tabelle 15 Zusammenhang der Biomarker mit der radiografischen Progression zur
Baseline nach Syndesmophytenneubildung 21 nach 2, 2 2 nach 4 und 22nach 6
Jahren im univariablen und multivariablen Modell der logistischen Regression
(Z=Zeitpunkt, Multivariables Modell korrigiert fir: Geschlecht, Rauchen, BMI,
Symptomdauer, CRP>5mg/l, Syndesmophyten zur Baseline)
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3.5.6 Zusammenhang der Biomarkerverlaufe zur radiografischen Progression nach
A mSASSS

Bei der Untersuchung der Verlaufe der Biomarker ergab sich im univariablen Modell ein
signifikanter Zusammenhang der Differenz des Visfatins von der Baseline zu 2 Jahren
zur radiografischen Progression nach 2 Jahren. Dieser verschwand in der multivariablen
Analyse. In der multivariablen Analyse ergab sich ein signifikanter Zusammenhang fur
den Verlauf des VEGFs Uber 2 Jahre (p=0,042). Zudem stellte sich im multivariablen
Modell ein Zusammenhang der Leptin- (p=0,029) und Visfatinkonzentrationsdifferenz
(p=0,025) von der Baseline zu 2 Jahren mit den Progressoren nach 4 Jahren dar. PIINP
wies im Verlauf der Konzentration Uber 2 Jahre mit der radiografischen Progression tber
4 Jahre einen Trend zum Zusammenhang auf (p=0,058). Auch der Verlauf des
Osteoprotegerins korrelierte mit der Einteilung in Progressoren nach 6 Jahren (p=0,053).
Die gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestellt.

Biomarker Z Univariables Modell Multivariables Modell
p-

Odds Ratio (95% Ki) Wert | Odds Ratio (95% Kil) p-Wert

MMP-3 A 3Monate 2 1(0,97-1,03) 0,793 0,99 (0,95-1,04) 0,808
4 0,99 (0,96-1,02) 0,444 0,991 (0,95-1,04) 0,698

6 0,98 (0,94-1,02) 0,304 0,95 (0,8-1,11) 0,497

A 2 Jahre 2 0,99 (0,96-1,03) 0,716 1,01 (0,93-1,1) 0,847

4 0,98 (0,94-1,01) 0,176 0,99 (0,91-1,08) 0,804

6 0,97 (0,92-1,01) 0,149 0,931 (0,77-1,13) 0,462

VEGF A 3Monate 2 1(1-1,01) 0,168 1(1-1,01) 0,983
4 1(1-1) 0,755 1(0,99-1) 0,689

6 1(1-1,01) 0,075 1(0,99-1,01) 0,795

A 2 Jahre 2 1(1-1) 0,114 1,01 (1-1,01) 0,042

4 1(1-1) 0,887 1(1-1,01) 0,568

6 1,09 (0,97-1,24) 0,154 1,01 (1-1,02) 0,163

Calprotectin A 3Monate 2 1,04 (0,98-1,1) 0,165 1,02 (0,81-1,28) 0,851
4 1(0,96-1,04) 0,907 1,2 (0,92-1,57) 0,174

6 1,03 (0,97-1,1) 0,314 1(0,51-1,95) 0,994

A 2 Jahre 2 1,03 (0,99-1,08) 0,189 1,21 (0,92-1,6) 0,183

4 0,99 (0,95-1,03) 0,607 1,14 (0,89-1,47) 0,306

6 1,02 (0,98-1,06) 0,384 1,02 (0,98-1,06) 0,987

Leptin A 3Monate 2 1(0,96-1,04) 0,959 1,1 (0,91-1,33) 0,340
4 1,01 (0,97-1,05) 0,772 1,11 (0,9-1,38) 0,324

6 0,99 (0,95-1,04) 0,656 1,48 (0,7-3,15) 0,304

A 2 Jahre 2 1,01 (0,98-1,03) 0,689 1,19 (0,96-1,48) 0,120

4 1(0,98-1,03) 0,940 1,489 (1,041-2,13) 0,029

6 1(0,97-1,03) 0,899 491799,16 (0-,) 0,986

Visfatin A 3Monate 2 1,07 (0,98-1,18) 0,145 1,11 (0,72-1,73) 0,631
4 1,05 (0,96-1,15) 0,287 1,4 (0,8-2,47) 0,243

6 1,11 (0,97-1,27) 0,135 0,82 (0,13-5,11) 0,833

A 2 Jahre 2 1,11 (1-1,22) 0,041 1,98 (0,79-4,95) 0,145

4 1,04 (0,95-1,13) 0,461 2,26 (1,11-4,59) 0,025

6 1,09 (0,97-1,24) 0,154 2,41 (0,63-9,3) 0,201

Sclerostin A 3Monate 2 1(1-1,01) 0,265 1(0,99-1,01) 0,622
4 1(1-1,01) 0,678 1(0,99-1,01) 0,608

6 1(0,99-1,01) 0,577 0,98 (0,93-1,02) 0,271

A 2 Jahre 2 1(1-1,01) 0,558 1(0,99-1) 0,294
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4 1(1-1,01) 0,433 1(0,99-1) 0,575

6 1(0,99-1) 0,247 0,992 (0,98-1) 0,256

SAA A 3Monate | 2 0,82 (0,43-1,57) 0,542 0,19 (0-967,34) 0,701
4 0,8 (0,44-1,48) 0,481 0,07 (0-364,17) 0,542

6 10,86 (0,46-1,61) 0,642 | 0,57 (0-537948.3) 0,936

A2Jahre | 2 1,01 (0,66-1,56) 0,950 0,02 (0-383) 0,421

4 1,14 (0,76-1,71) 0,518 2.1 (0,64-68,61) 0,677

6 1,1 (0,69-1,74) 0,691 0 (0-1242,97) 0,091

Adiponektin__| A 3Monate | 2 1,1(0,88-1,39) 0,400 1,09 (0,72-1,65) 0,699
4 1,05 (0,84-1,32) 0,649 0,96 (0,65-1,42) 0,828

6 1,11 (0,81-1,53) 0,518 1,23 (0,51-2,94) 0,644

A2 Jahre | 2 1,09 (0,9-1,31) 0,369 1,23 (0,82-1,85) 0,321

4 1(0,83-1,21) 0,993 1,02 (0,7-1,49) 0,910

6 0,93 (0,71-1,23) 0,621 1,085 (0,42-2,77) 0,865

PIINP A 3Monate | 2 1(0,98-1,03) 0,801 1,01 (0,96-1,06) 0,740
4 1(0,97-1,02) 0,936 0,99 (0,95-1,04) 0,743

6 0,99 (0,97-1,02) 0,650 0,93 (0,77-1,13) 0,456

A2Jahre | 2 1(0,97-1,03) 0,926 1 (0,94-1,06) 0,924

4 0,99 (0,96-1,02) 0,565 0,93 (0,86-1) 0,058

6 0,99 (0,96-1,02) 0,565 0,67 (0,44-1,01) 0,053

OPG A 3Monate | 2 0,96 (0,67-1,37) 0,829 1,74 (0,67-4,49) 0,253
4 1,07 (0,76-1,5) 0,713 | 1,191 (0,516-2,75) 0,681

6 0,67 (0,44-1,01) 0,488 7,52 (0,98-58) 0,440

A2 Jahre | 2 0,92 (0,67-1,27) 0,613 2,16 (0,9-5,22) 0,087

4 0,93 (0,68-1,29) 0,672 2,14 (0,9-5,08) 0,084

6 0,9 (0,64-1,27) 0,563 7,52 (0,98-58) 0,053

Tabelle 16 Zusammenhang der Differenz der Biomarker (3 Monate zur BL und 2
Jahre zur BL) zur radiografischen Progression nach A mSASSS 2 2 nach 2, 24 nach
4 und 24 nach 6 Jahren im univariablen und multivariablen Modell der logistischen
Regression (Z=Zeitpunkt, Multivariables Modell korrigiert fur: Geschlecht, Rauchen,
BMI, Symptomdauer, CRP>5mg/l, A mSASSS zur Baseline, Biomarkerkonzentration zur
Baseline)

3.5.7 Zusammenhang der Biomarkerverlaufe zur radiografischen Progression nach
Syndesmophytenneubildung

Fur die radiografische Progression nach Syndesmophyten zeigte sich im univariablen
Modell ein signifikanter Zusammenhang der Sclerostindifferenz von der Baseline zu 3
Monaten zur Progression nach 2 Jahren (p=0,046). Im multivariablen Modell ging der
Effekt verloren. Fur die Differenz der Visfatinkonzentration nach 2 Jahren zur Baseline
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang mit der radiografischen Progression nach 2
Jahren im univariablen Modell (p=0,045), jedoch nicht im multivariablen Modell. Zur
Progression nach 4 Jahren ergab sich ein Zusammenhang zur Differenz der
Sclerostinkonzentration nach 2 Jahren ausschliel3lich im univariablen Modell. Die
gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt.

Biomarker Z Univariables Modell Multivariables Modell
Odds Ratio (95% KIl) | p-Wert Odds Ratio (95% Ki) p-Wert
MMP-3 A 3Monate 2 0,99 (0,96-1,03) 0,729 0,99 (0,94-1,04) 0,718
4 0,99 (0,96-1,02) 0,582 1 (0,95-1,05) 0,957
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6 0,98 (0,94-1,03) 0,467 0,94 (0,79-1,12) 0,501
A 2 Jahre 2 1(0,96-1,03) 0,787 1(0,91-1,09) 0,957
4 0,98 (0,95-1,02) 0,328 0,972 (0,892-1,06) 0,527
6 0,98 (0,94-1,02) 0,413 1(0,82-1,21) 0,966
VEGF A3Monate | 2 1(1-1) 0,286 1(0,99-1,01) 0,871
4 1(1-1) 0,855 1(0,99-1,01) 0,901
6 1(1-1,01) 0,147 1(0,99-1,01) 0,998
A 2 Jahre 2 1(1-1) 0,543 1(1-1) 0,236
4 1(1-1) 0,412 1(1-1) 0,876
6 1(1-1) 0,537 1(0,99-1,01) 0,848
Calprotectin__ | A3Monate | 2 1,06 (0,99-1,13) 0,105 1,23 (0,9-1,7) 0,200
4 1,02 (0,95-1,09) 0,637 1,11 (0,86-1,43) 0,411
6 1,02 (0,97-1,07) 0,395 1,02 (0,57-1,83) 0,943
A 2 Jahre 2 1,04 (0,99-1,09) 0,126 1,08 (0,85-1,37) 0,529
4 0,98 (0,92-1,05) 0,611 0,96 (0,77-1,19) 0,7
6 1,01 (0,97-1,05) 0,623 0,89 (0,52-1,53) 0,679
Leptin A3Monate | 2 1 (0,96-1,05) 0,923 1(0,94-1,06) 0,946
4 1,02 (0,97-1,06) 0,468 1,13 (0,98-1,32) 0,101
6 1(0,95-1,04) 0,863 1,3 (0,95-1,78) 0,103
A 2 Jahre 2 1,04 (0,98-1,09) 0,210 1,12 (0,95-1,33) 0,183
4 1,01 (0,98-1,03) 0,593 1,08 (0,94-1,24) 0,29
6 1,01 (0,98-1,04) 0,469 1,18 (0,94-1,47) 0,148
Visfatin A3Monate | 2 1,08 (0,97-1,19) 0,152 1,83 (0,81-4,11) 0,145
4 1,03 (0,93-1,13) 0,610 2,49 (0,92-6,73) 0,071
6 1,02 (0,92-1,14) 0,688 1,37 (0,3-6,27) 0,684
A 2 Jahre 2 1,12 (1-1,24) 0,045 1,19 (0,72-1,96) 0,510
4 1,04 (0,93-1,15) 0,495 1,43 (0,84-2,45) 0,192
6 1,06 (0,95-1,2) 0,307 2,3 (0,57-9,29) 0,243
Sclerostin A3Monate | 2 1,01 (1-1,02) 0,046 1,01 (1-1,02) 0,313
4 1,01 (1-1,01) 0,136 1,01 (1-1,01) 0,259
6 1 (0,99-1,01) 0,577 0,98 (0,93-1,02) 0,240
A 2 Jahre 2 1(1-1,01) 0,713 1(1-1,01) 0,836
4 1,01 (1-1,01) 0,038 1,01 (1-1,01) 0,125
6 1(1-1,01) 0,831 1(0,99-1,01) 0,699
SAA A3Monate | 2 0,47 (0,13-1,72) 0,254 | 2,58E+9 (0-9,46E+25) 0,265
4 0,82 (0,42-1,64) 0,581 0 (0-2528) 0,414
6 0,82 (0,45-1,49) 0,517 1,39 (0-242961,1) 0,958
A 2 Jahre 2 0,86 (0,53-1,39) 0,542 | 357,43 (0-55217982,9) 0,335
4 1,02 (0,65-1,59) 0,933 | 12,91(0,01-30462,7) 0,519
6 0,84 (0,53-1,33) 0,453 1,21 (0,21-6,97) 0,832
Adiponektin__| A 3Monate | 2 1,02 (0,79-1,32) 0,875 0,95 (0,63-1,43) 0,790
4 0,97 (0,78-1,22) 0,815 0,73 (0,47-1,15) 0,174
6 1,03 (0,74-1,42) 0,878 0,63 (0,21-1,9) 0,413
A 2 Jahre 2 1,14 (0,92-1,4) 0,229 1,07 (0,74-1,54) 0,716
4 1,01 (0,83-1,23) 0,933 0,78 (0,54-1,14) 0,199
6 1,03 (0,77-1,38) 0,835 0,952 (0,44-2,06) 0,901
PIINP A3Monate | 2 1,02 (0,99-1,05) 0,218 1,04 (0,97-1,11) 0,265
4 1(0,98-1,03) 0,929 0,99 (0,95-1,04) 0,803
6 0,99 (0,96-1,02) 0,583 1,01 (0,86-1,18) 0,931
A 2 Jahre 2 1(0,97-1,04) 0,789 1,01 (0,95-1,08) 0,735
4 0,99 (0,97-1,02) 0,652 0,99 (0,93-1,05) 0,700
6 0,98 (0,94-1,01) 0,171 0,48 (0,2-1,16) 0,103
OPG A3Monate | 2 0,79 (0,50-1,25) 0,322 0,77 (0,33-1,78) 0,541
4 0,94 (0,66-1,34) 0,716 0,72 (0,32-1,61) 0,417
6 0,86 (0,57-1,29) 0,455 0,09 (0-2,09) 0,134
A 2 Jahre 2 0,99 (0,68-1,45) 0,965 0,99 (0,47-2,08) 0,984
4 0,93 (0,67-1,31) 0,684 1,03 (0,48-2,19) 0,940
6 0,79 (0,5-1,25) 0,545 2,11 (0,53-8,38) 0,291

Tabelle 17 Zusammenhang der Differenz der Biomarker (3 Monate zur BL und 2
Jahre zur BL) zur radiografischen Progression nach Syndesmophytenneubildung
21 nach 2, 22 nach4 und 24 nach 6 Jahren im univariablen und multivariablen
Modell der logistischen Regression (Z=Zeitpunkt, Multivariables Modell korrigiert fur:
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Geschlecht, Rauchen, BMI, Symptomdauer, CRP>5mg/l, Syndesmophyten zur Baseline,
Biomarkerkonzentration zur Baseline)

3.5.8 Zusammenhang der Biomarkerkombinationen zur radiografischen

Progression

Kombination aus Leptin + HMW-Adiponektin + VEGF

Fur die Biomarkerkombination von Leptin + HMW-Adiponektin + VEGF, welche in der
ENRADAS-Kohorte einen signifikanten Zusammenhang der radiografischen Regression
im Paper von Rademacher et al. ergab, zeigte sich in unserer Kohorte in der logistischen
Regression ausschliellich fur den Biomarker Leptin in der Einteilung nach A mSASSS =

4 nach 4 Jahren ein signifikanter Zusammenhang (Rademacher et al., 2019).

gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 18 dargestellt.

Die

Biomarker in Progressore | ; | hivariables Modell Multivariables Modell
Kombination n nach
Odds Ratio (95% Odds Ratio
K) p-Wert | 950, 1) | PWert
Leptin 0,97 (0,94-1,01) | 0,091 | 0,9 (0,77-1,05) | 0171
HMW-Adiponektin A mSQSSS 2 [ 1(0881,14) | 0,974 | 115 (0,9-1,46) | 0,262
VEGF 1(1-1) 0,449 1(1-1) 0,768
Leptin 0,05 (0,01-1) | 0,029 | 0,61 (0,45-0,83) | 0,001
HMW-Adiponektin A mSJZSSS 4 [099(087-113) | 0,875 | 0,96 (0.76-1,21) | 0,748
VEGF 1(1-1) 0,692 1(1-1) 0,896
Leptin 0,97 (0,92-1,02) | 0,181 | 0,32 (0,12-0,82) | 0,017
HMW-Adiponektin A mSJZSSS 6 | 1(083-121) | 0993 | 0,83(0,31223) | 07
VEGF 1(1-1) 0,539 1(1-1,02) 0,297
Leptin 1(0,97-1,02) | 0728 | 0,99 (0,94-1,05) | 0,839
Syndesmoph
HMW-Adiponektin ytenneubildu | 2 1(0,86-1,15) 0,951 | 1,11 (0,86-1,31) | 0,587
ng =1
VEGF I 1(1-1) 0,891 1(1-1) 0,283
Leptin Syndesmoph 098 (0,95-1,01) | 0204 | %9987 ) 0469
ytenneubildu | 4 02)
HMW-Adiponektin ng =2 1,04 (0,91-1,19) | 0,604 | 1,1(0,88-1,37) | 0,398
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VEGF 1(1-1) 0,321 1(1-1) 0,502
Leptin 1(0,97-1,02) 0,679 | 0,99 (0,88-1,12) | 0,795
Syndesmop
HMW-Adiponektin hytenneubil | 6 0,98 (0,82-1,19) 0,869 | 0,88 (0,51-1,52) | 0,647
dung =2
VEGF g 1(1-1) 0,57 1(1-1,01) 0,757

Tabelle 18 Zusammenhang der Kombination von Biomarkern zur radiografischen
Progression im univariablen und multivariablen Modell der logistischen
Regression (Z=Zeitpunkt, Multivariables Modell korrigiert fur: Geschlecht, Rauchen,
BMI, Symptomdauer, CRP>5mg/l, A mSASSS zur Baseline bzw. Anzahl
Syndesmophyten zur Baseline)

Signifikante Biomarkerkombinationen

Mittels logistischer Regression wurde der Zusammenhang von Biomarkern, welche in der
zuvor durchgefuhrten logistischen Regression Signifikanzen vom p<0,1 aufwiesen, in
Kombination im Zusammen nag zur radiografischen Progression uberpruft. In der
Kombination der Biomarker, ergab sich fur keine eine Signifikanz beider Biomarker. Die
gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 19 nachfolgend prasentiert.

Biomarker in Progresso | Univariables Modell Multivariables Modell
Kombination ren nach
Odds Ratio (95% Odds Ratio
K) p-Wert | 950, k1) | P-Wert
Sclerostin 1,01 (1-1,01) | 0,022 | 1,01 (1-1,02) | 0,191
AmSASSS |
Visfatin 22 1,01 (1-1,21) 0,06 | 1,47 (1,14-1,88) | 0,003
Sclerostin 1,01 (1-1,01) | 0,012 | 1,01 (1-1,02) | 0,132
AmSASSS |
Leptin 22 0,97 (0.94-1) | 0,084 | 0,88 (0,74-1,04) | 0,877
Calprotectin A mSASSS 1,02 (0,96-1,08) 0,576 | 1,08 (0,93-1,25) | 0,302
2
Visfatin 22 108 (0.97-12) | 0,169 | 1,34 (1,01-1,8) | 0,047
Visfatin amsasss | , | H12(1011.22) [ 0031 [ 143 (1,121,82) | 0,004
Leptin 22 0,97 (0.94-1,01) | 0,118 | 0,86 (0.7-1,06) | 0,147
Sclerostin 1,01 (1-1,01) 0,015 | 1,01 (1-1,03) | 0,096
Leptin A mi’;‘SSS 2 [ 097(0,931,01) | 0,093 | 0.81(0,64-1,03) | 0,087
Visfatin 11(11.22) 0,053 | 1,44 (1,13-1,84) | 0,004
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Sclerostin Syndesmop 1,01 (1-1,02) 0,051 1 (0,98-1,02) 0,809
hytenneubil | 6

Visfatin dung =2 1,03 (0,91-1,18) 0,625 | 1,33 (0,59-2,96) | 0,492

Calprotectin Syndesm 1,01 (0,94-1,08) 0,772 | 1,29 (0,86-1,93) | 0,226
ophytenn 6

Visfatin eUbﬂgU”Q 1,02 (0,81-1,27) | 0,887 | 1,05(0,46-2,42) | 0,909

Sclerostin Syndesm 1,01 (1-1,02) 0,048 | 0,99 (0,98-1,01) | 0,578
ophytenn 6

Calprotectin eUbﬂgU”Q 1,01 (0,97-1,06) | 0,581 | 1,24 (0,89-1,73) | 0,204

Tabelle 19 Zusammenhang der Kombination von Biomarkern zur radiografischen
Progression im univariablen und multivariablen Modell der logistischen
Regression (Z=Zeitpunkt, Multivariables Modell korrigiert fur: Geschlecht, Rauchen,
BMI, Symptomdauer, CRP>5mg/l, A mSASSS zur Baseline bzw. Anzahl
Syndesmophyten zur Baseline)

3.6 ROC-Analyse
3.6.1 Vorhersage Progression nach 2 Jahren nach AmMSASSS

Mit den Biomarkerkonzentrationen, die eine signifikante Assoziation mit der
radiografischen Progression in der logistischen Regression nach 2 Jahren nach
AmSASSS 22 aufwiesen, wurde eine ROC-Analyse durchgefuhrt. Im univariablen Modell
zeigten die 3 Biomarker eine geringe Trennscharfe mit Area under the Curve <0,7 auf.
Im multivariablen Modell wiesen Visfatin (AUC=0,886), Sclerostin (AUC= 0,840) und
Calprotectin (AUC=0,885) eine gute Trennscharfe auf. Im Vergleich zu den rein klinischen
Parametern (AUC=0,833) ergab sich durch Hinzunahme von Visfatin und Calprotectin
eine leicht verbesserte Trennscharfe. Dies ist in Abbildung 12 ersichtlich. Die gesamten

Ergebnisse sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Abbildung 12: ROC Analyse Biomarker mit klinischen Parametern multivariabel zur
Vorhersage Progression nach 2 Jahren nach AmSASSS 22(Klinische Parameter
schlieRen ein: Geschlecht, CRP>5mg/l, BMI, Symptomdauer, mSASSS zu Beginn),
Bezugslinie mit AUC=0,5

3.6.2 Vorhersage Progression nach 2 Jahren nach Syndesmophytenneubildung

Sclerostin und Calprotectin zeigten in der logistischen Regression eine signifikante
Assoziation mit einer radiografischen Progression nach 2 Jahren. In der ROC-Analyse
ergab sich eine geringe Trennscharfe im univariablen Modell mit einer AUC=0,546 fur
Calprotectin und AUC=0,647 fur Sclerostin. Im multivariablen Modell erhdhte sich die
Trennscharfe, blieb jedoch bei beiden Biomarkern im Bereich der klinischen Parameter.
Die Analyse ist nachfolgend in Abbildung 13 dargestellt. Die gesamten Ergebnisse sind
in Tabelle 20 ersichtlich.
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Abbildung 13: ROC Analyse Biomarker mit klinischen Parametern multivariabel zur
Vorhersage Progression nach 2 Jahren nach Syndesmophytenneubildung 21
(Klinische Parameter schliefen ein: Geschlecht, CRP>5mg/l, BMI, Symptomdauer,
Syndesmophytenanzahl zu Beginn, Rauchen), Bezugslinie mit AUC=0,5

3.6.3 Vorhersage Progression nach 4 Jahren nach AmMSASSS

In der logistischen Regression zeigte Leptin einen signifikanten Zusammenhang zur
radiografischen Progression nach 4 Jahren nach AmSASSS 24. In der ROC- Analyse
ergab sich im univariablen Modell eine Trennscharfe mit einer AUC=0,402, im
multivariablen Modell erhohte sich die Trennscharfe des Modells auf eine AUC=0,919,
wobei nur die klinischen Parameter eine AUC=0,843 aufwiesen. Die Analyse ist in

Abbildung 14 dargestellt. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 2 ersichtlich.

86



ROC-Kurve

1,0 1] Quelle der Kurve
—— Bezugslinie
Klinische
0,8 Parameter
— Leptin
'0-1
S 06
2
p=
v
c
X 04
0,2
0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitat

Abbildung 14: ROC Analyse Biomarker mit klinischen Parametern multivariabel zur
Vorhersage Progression nach 4 Jahren nach AmSASSS 24 (Klinische Parameter
schlieRen ein: Geschlecht, CRP>5mg/l, BMI, Symptomdauer, mSASSS zu Beginn,
Rauchen), Bezugslinie mit AUC=0,5

3.6.4 Vorhersage Progression nach 6 Jahren nach AmMSASSS

In der logistischen Regression ergaben sich signifikante Assoziationen der Biomarker
Leptin und MMP-3 zur radiografischen Progression nach 6 Jahren. In der ROC-Analyse
wiesen sie eine geringe Trennscharfe im univariablen Modell mit einer AUC=0,575 flr
MMP-3 und einer AUC=0,488 fur Leptin auf. Im multivariablen Modell erhéhte sich die
Trennscharfe auf eine AUC=0,943 fur MMP-3 und AUC=0,978 fur Leptin, wobei
ausschlielich die klinischen Parameter eine AUC=0,915 aufwiesen. Die Analyse ist in
Abbildung 15 dargestellt. Die gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 20 ersichtlich.
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Abbildung 15: ROC Analyse Biomarker mit klinischen Parametern multivariabel zur
Vorhersage Progression nach 6 Jahren nach AmSASSS 24 (Klinische Parameter
schlieRen ein: Geschlecht, CRP>5mg/l, BMI, Symptomdauer, mSASSS zu Beginn,
Rauchen), Bezugslinie mit AUC=0,5

3.6.5 Vorhersage Progression nach 6 Jahren nach Syndesmophytenneubildung

In der logistischen Regression ergab sich ein signifikanter Zusammenhang von Sclerostin
zur Progression nach Syndesmophytenneubildung =2 nach 6 Jahren. In der ROC-
Analyse ergab sich im univariablen Modell eine geringe Trennscharfe mit einer
AUC=0,632 fur den Biomarker. In der multivariablen Analyse erhdhte sich diese auf eine
AUC=0,893, wobei die klinischen Parameter allein eine hohere AUC=0,895 ergaben. Die

Analyse ist in Abbildung 16 dargestellt. Die gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 20
ersichtlich.
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Abbildung 16: ROC Analyse Biomarker mit klinischen Parametern multivariabel zur
Vorhersage Progression nach 6 Jahren nach Syndesmophytenneubildung 22
(Klinische Parameter schliefen ein: Geschlecht, CRP>5mg/l, BMI, Symptomdauer,
Syndesmophytenanzahl zu Beginn, Rauchen), Bezugslinie mit AUC=0,5

Biomarker Einteilung | Z Univariables Multivariables
nach Modell Modell

Ki AUC |KI AUC
Visfatin AmSASSS =2 | 2| 0,493-0,706 | 0,600 | 0,813-0,960 | 0,886
Sclerostin AmSASSS =2 | 2| 0,541-0,739 | 0,640 | 0,749-0,931 | 0,840
Calprotectin AmSASSS =2 | 2| 0,510-0,706 | 0,608 | 0,810-0,960 | 0,885
Klinische Parameter | AMSASSS 22 | 2 0,731-0,935 | 0,833
Calprotectin Syn 21 2| 0,426-0,667 | 0,546 | 0,658-0,882 | 0,770
Sclerostin Syn 21 2| 0,530-0,763 | 0,647 | 0,632-0,867 | 0,750
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Klinische Parameter Syn =1 2 0,801-0,990 | 0,734
Leptin AmMSASSS>4 | 4| 0,306-0,498 | 0,402 | 0,857-0,982 | 0,919
Klinische Parameter | AMSASSS >4 | 4 0,755-0,930 | 0,843
MMP-3 AmMSASSS >4 | 6| 0,454-0,696 | 0,575 | 0,870-1 0,943
Leptin AmSASSS >4 | 6| 0,365-0,612 | 0,488 | 0,940-1 0,978
Klinische Parameter | AMSASSS >4 | 6 0,829-1,001 | 0,915
Sclerostin Syn 22 6| 0,507-0,757 | 0,632 | 0,798-0,988 | 0,893
Klinische Parameter Syn 22 6 0,801-0,990 | 0,895

Tabelle 20: Ergebnisse ROC-Analyse (Z=Zeitpunkt der Definition der Progressoren,
KiI=Konfidenzintervall, AUC= Area under the curve, Syn= Syndesmophytenneubildung)

Multivariables Modell

korrigiert fur:

Geschlecht,

Rauchen,

BMI,

CRP>5mg/l, mSASSS zur Baseline oder Syndesmophyten zur Baseline

Symptomdauer,
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4. Diskussion

In der hier durchgefuhrten Studie wurden zehn Biomarker auf eine mogliche
Vorhersage radiografischer Progression nach 2, 4 und 6 Jahren bei Patientinnen mit
r-axSpA unter TNFa-Inhibitortherapie untersucht. Die Biomarker wurden singular
betrachtet, unter Adjustierung fur Patientinnencharakteristika, in Kombinationen und

im Verlauf.

Die Biomarkerlevel von Visfatin (pmultivariabe=0,003) und Calprotectin (Pmuttivariabei=
0,005) zur Baseline waren signifikant mit der radiografischer Progression nach 2
Jahren assoziiert und zeigten in der ROC-Analyse flr das multivariable Modell mit
einer AUC=0,886 fur Visfatin und AUC=0,885 fur Calprotectin eine gute Vorhersage.
Leptin war mit der radiografischen Progression nach 4 und 6 Jahren assoziiert
(Pmuttivariabei=0,002 bzw. Pmultivariabei=0,018). In der multivariablen ROC-Analyse wies
Leptin mit einer AUC=0,919 fur die Progression nach 4 Jahren und einer AUC=0,978
nach 6 Jahren eine hohe Trennscharfe auf. Auch MMP-3 wies mit der radiografischen
Progression nach 6 Jahren mit einer AUC=0,943 in der multivariablen Analyse und

einem signifikanten Zusammenhang mit pimuttivariabey=0,043 einen Zusammenhang auf.

4.1 Unterschiede Progressoren und Nicht-Progressoren

Um Risikofaktoren fur eine radiografische Progression bei Patientinnen mit r-axSpA
zu identifizieren, wurden Unterschiede hinsichtlich der Patientinneneigenschaften und

Biomarkerkonzentrationen der Progressoren und Nicht-Progressoren untersucht.

Bei den soziodemografischen Variablen zeigte sich ein deutlicher hoherer Anteil an
Mannern bei den Progressoren. Dies entspricht der aktuellen Literatur, in der ein
mannliches Geschlecht mit einer schlechteren Prognose bei der axSpA assoziiert ist
(Kiltz et al., 2019, Deminger et al., 2018). Zudem geht eine unginstige Prognose mit
einem fruhen Krankheitsbeginn und einer langen Krankheitsdauer, wie unter anderem
von Doran et al. gezeigt, einher (Doran et al., 2003, Kiltz et al., 2019). Auch in unserer
Studie wiesen Progressoren nach 2 und 4 Jahren eine langere Symptomdauer auf und
die Progressoren waren in den Einteilungen nach 2, 4 und 6 Jahren signifikant alter.
Progressoren nach 6 Jahren wiesen verglichen mit Nicht-Progressoren einen
signifikant hoheren BMI auf. In der Metaanalyse von Liew et al. war der BMI mit der
Krankheitsaktivitat der Patientinnen assoziiert, was eine Erklarung fur unsere erhohten
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Werte bei Progressoren bieten kdnnte (Liew et al., 2020). Die Patientinnen in der
Einteilung als Progressoren nach 4 Jahren prasentierten auflerdem hohere Werte des
Entzindungsmarkers CRP zur Baseline. Ein erhohtes CRP ist, wie unter anderem von
Poddubnyy et al. in der GESPIC-Kohorte demonstriert, mit einer radiografischen
Progression bei Patientinnen mit axSpA assoziiert (Poddubnyy et al., 2011,
Poddubnyy et al., 2012b). Fur die Betrachtung der vorbekannten Risikofaktoren des
Rauchens und des Vorliegens des Markers HLA-B27 konnten in unserer Kohorte keine
signifikanten Unterschiede zwischen Progressoren und Nicht-Progressoren gefunden
werden (Poddubnyy et al., 2012b, Kiltz et al., 2019).

Bei den Biomarkerkonzentrationen zeigten Progressoren nach 2, 4 und 6 Jahren
signifikant hohere Sclerostinkonzentrationen als Nicht-Progressoren. Sclerostin
hemmt Uber seine inhibitorische Wirkung auf den Wnt-Signalweg die
Knochenneubildung, in diesem Fall der Syndesmophyten bei der ax-SpA (Weivoda et
al., 2017, Li et al., 2005). Wir beobachteten hier somit einen anderen Zusammenhang
als in vorangegangen Studien, wo niedrigere Konzentrationen von Sclerostin mit einer
erhdhten Syndesmophytenbildung assoziiert waren (Appel et al., 2009). Dies kdnnte
durch einen modifizierten Knochenstoffwechsel im Rahmen der Therapie mit TNFa-
Inhibitoren erklart werden. Auch fur den Biomarker SAA zeigten die Progressoren nach
2 und 4 Jahren signifikant hohere Werte zur Baseline. Bei SAA handelt es sich um ein
Akute-Phase-Protein, welches im Rahmen von Entzindungsreaktionen synthetisiert
wird und ahnlich dem CRP auf ein vermehrtes Vorliegen von Entzindung im Korper
bei den Progressoren hinweist (Hu et al., 2021). Eine vermehrte Entzliindungsaktivitat
wiederum, korreliert mit der radiografischen Progression und dem Ausmal} der
ossaren Umbauvorgange (Sieper and Poddubnyy, 2017). Fir den Biomarker Visfatin
lagen signifikant hohere Werten bei den Progressoren zur Baseline vor. Dieser
Zusammenhang ist bereits in der Studie von Syrbe et al. von 2015 vorbeschrieben
(Syrbe et al., 2015). Es handelt sich hierbei um ein proinflammatorisches Adipokin,
weshalb ebenfalls eine Assoziation zu vermehrten Knochenumbauten bei den
Progressoren pathogenetisch denkbar ist (Moschen et al., 2007). Auch die
Konzentrationen von Calprotectin waren bei Progressoren nach 2 Jahren signifikant
hoher als bei den Nicht-Progressoren. Das Protein Calprotectin hat eine
proinflammatorische Wirkung und Patientinnen mit axSpA weisen erhohte Werte im
Vergleich zu Kontrollgruppen auf (Turina et al., 2014b, Shabani et al., 2018).
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4.2 Veranderung der Biomarkerkonzentrationen unter TNFa-Inhibitortherapie

Bei Untersuchung des Verlaufs der Biomarker vom Zeitpunkt Baseline uber 3 Monate,
2 und 6 Jahre, zeigte sich fur die Biomarker MMP-3, VEGF, Calprotectin und SAA eine
signifikante Abnahme der Konzentrationen zu allen Zeitpunkten bei Betrachtung aller
vorliegender Werte und auch in der Subgruppenanalyse der Patientinnen mit Daten
zu allen Zeitpunkten blieb fur VEGF und SAA eine signifikante Abnahme zu allen
Zeitpunkten, fur MMP-3 von Baseline zu 3 Monaten und 2 Jahren und Calprotectin von
der Baseline zu 3 Monaten und 2 Jahren erhalten. In der Studie von Appel et al. zeigten
Patientinnen mit axSpA unter TNFa-Inhibitortherapie im Gegensatz zu Biologika-
naiven Patientinnen ebenfalls eine signifikante Abnahme der Konzentrationen von
MMP-3 und VEGF dber 2 Jahre (Appel et al., 2008). Bei Untersuchung der
Calprotectinkonzentration von Patientinnen mit axSpA unter TNFa-Inhibitortherapie
zeigte sich, wie in unserer Kohorte, eine Abnahme der Konzentration bei Hu et al. von
der Baseline Uber 1, 3 und 6 Monate (Hu et al., 2019). Die Anderung der Konzentration
des Calprotectins im Serum im ersten Monat. konnte in dieser Studie bei Patientinnen
mit AS unter TNFa-Inhibitortherapie zudem das Therapieansprechen mittels ASAS40
nach 6 Monaten prognostizieren (Brown et al., 2020, Hu et al., 2019). Patientinnen mit
r-axSpA wiesen gegenuber gesunden Probandinnen deutlich hohere Werte an SAA
auf und die SAA-Konzentrationen waren mit der Krankheitsaktivitat assoziiert (Hu et
al., 2021). Eine erfolgreiche Biologikatherapie ist mit einer Abnahme der
Krankheitsaktivitat und Entzindungsaktivitat assoziiert, welches unsere Ergebnisse
bezlglich des Verlaufs auch Gber 6 Jahre erklaren konnte (Kiltz et al., 2019). In der
Studie von van Eijjk et al. zeigte sich unter TNFa-Inhibitortherapie ebenfalls eine
Abnahme der Konzentrationen des SAA im ersten Monat, anschiel3end jedoch stabil
niedrige Konzentrationen des Akute-Phase-Proteins (van Eijk et al., 2009).

Unter  TNFa-Inhibitortherapie kommt es zu einem  Anstieg der
Sclerostinkonzentrationen, was durch seinen knochenprotektiven Effekt zu
vermindertem Knochenabbau fuhrt (Gulyas et al., 2019). Auch in unserer Kohorte kam
zu es zu einer signifikanten Zunahme des Sclerostinlevels von der Baseline zu 2 und
6 Jahren (in beiden Analysen), was auch den Ergebnissen von Gulyas et al. entspricht.
Zudem konnen gleichbleibend niedrige Sclerostinkonzentrationen unter TNFo-
Inhibitortherapie auf eine weiterhin hohe Entzindungsaktivitdt und ein schlechtes
Therapieansprechen hinweisen (Weivoda et al., 2017, Kamiya, 2012).

93



Far HMW-Adiponektin zeigte sich eine signifikante Abnahme des Adipokins von der
Baseline zu 6 Jahren in unserer Kohorte in beiden Analysen. Zuvor blieben die
Konzentrationen stabil, wie auch in der Studie von Derdemizis et al. bei Patientinnen
unter 6-monatiger Infliximabtherapie (Derdemezis et al., 2010). In der Studie von Lo et
al. zur Untersuchung des Effektes von TNFa-Inhibition auf Adipositas, kam es unter
der Therapie zu einer Abnahme der Ratio von HMW-Adiponektin zu Gesamt-
Adiponektin, was auf einen ahnlichen Effekt bei Patientinnen mit axSpA hindeuten
kdénnte (Lo et al., 2007). HMW-Adiponektin ist, sowohl in Entziindungsprozesse, als
auch den Knochenstoffwechsel involviert, wobei hier die genauen Einflisse weiterer
Forschung bedirfen (Neumann et al., 2016).

Die Konzentrationen des Leptins zeigten unter Betrachtung der gesamten Kohorte,
keine signifikante Anderung, in der 6-Jahres-Subgruppe, jedoch eine signifikante
Veranderung von der Baseline zu 2 Jahren. Auch in der Studie von Hartl et al. wurde
eine Zunahme der Leptinkonzentrationen nach 2 Jahren bei Patientinnen
ausschlieBlich unter NSAR-Therapie mit r-axSpA beschrieben (Hartl et al., 2017). In
der Studie von Derdemizis et al. veranderten sich die Leptinkonzentrationen Uber
einen Zeitraum von 6 Monaten unter TNFa-Inhibitortherapie wie in unserer Kohorte
nicht (Derdemezis et al., 2010). Das Adipokin Visfatin wies nur in der 6-
Jahressubgruppe eine signifikante Zunahme von der Baseline zu 2 Jahren auf. Bei
Hartl et al. zeigte sich kein Unterschied in den Visfatinkonzentrationen nach 2 Jahren
bei Patientinnen unter NSAR-Therapie (Hartl et al., 2017).

Fir das Knochenstoffwechselprodukt PIINP zeigte sich zwar eine signifikante
Abnahme der Konzentration in den ersten 3 Monaten, Uber 2 Jahre und 6 Jahre
blieben die Konzentrationen jedoch stabil und der Effekt verschwand in der
Subgruppenanalyse fur 6 Jahre. Zum Konzentrationsverlauf unter TNFa-

Inhibitortherapie liegen noch keine weiteren vergleichbaren Studien vor.

Bei Betrachtung der Osteoprotegerinkonzentration der Patientinnen mit Werten zu
allen Zeitpunkten, zeigten sich keine signifikanten Anderungen der Konzentrationen.
Auch in der Studie von Gulyas et al. zeigten sich keine Unterschiede in den

Osteoprotegerinkonzentrationen unter TNFa-Inhibitor-Therapie (Gulyas et al., 2019).
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4.3 Biomarkerkonzentrationen in Abhédngigkeit des Geschlechts, CRP, ASDAS,
BASDAI, BMI und CED

Alle Biomarker wurden mittels linearer Regression auf Zusammenhange zu den
Variablen CRP, ASDAS, BASDAI, BMI und als Subgruppenanalyse mittels Man-
Whitney-U-Test auf Unterschiede bezuglich des Geschlechts und dem Vorliegen einer
CED untersucht.

Bei der Untersuchung auf Unterschiede bezlglich des Geschlechtes wiesen Manner
in unserer Kohorte signifikant héhere Werte an MMP-3 zur Baseline auf (p<0,0001).
Auch bei Arends et al. prasentierten Manner mit ax-SpA signifikant hohere
Serumkonzentrationen von MMP-3 als Frauen (Arends et al.,, 2011b). Auch bei
Untersuchung hinsichtlich des Vorliegens einer CED, wiesen Patientinnen mit CED
signifikant hohere Werte von MMP-3 auf. Louis et al. berichteten bereits 2000 von
erhohten Werten von MMP-3 durch entzundete Mukosa bei CEDs, was unser Ergebnis
unterstutzt (Louis et al., 2000). Des Weiteren korrelierten die MMP-3 Konzentrationen
unserer Patientinnen mit dem BMI dieser (p=0,015). Dieser Zusammenhang wurde
ebenfalls durch Jlannarelli et al. bei der Untersuchung von MMP-3 und
Arterienbeschaffenheit beschrieben (lannarelli et al., 2021). Die von uns gezeigte
Korrelation mit dem Entziindungsparameter CRP (p=0,072), wurde in der Studie von
Soliman et al. nicht beschrieben (Soliman et al., 2012). In einer Studie zur
Krankheitsaktivitat bei Patientinnen mit r-axSpA waren erhohte MMP-3
Konzentrationen mit dem BASDAI-Score korreliert, dieser Zusammenhang stellte sich
in unserer Analyse nicht dar (p=0,247) (Soliman et al., 2012).

Das Serumcalprotectin war in einer Studie von Hu et al. mit der CRP-Konzentration
und dem BASDAI- Score zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat assoziiert (Hu et al.,
2019). Auch in der hier durchgefuhrten linearen Regression ergaben sich signfikante
Werte fur eine Assoziation mit dem CRP (p<0,001) und dem ASDAS Score (p<0,001)
zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat. Duran et al. demonstrierten zudem, dass auch
fakales Calprotectin mit dem BASDAI, BASFI und CRP korrelierte (Duran et al., 2016).
Entgegen der Erwartung, war in unserer Analyse Calprotectin nicht, wie bekannt, mit
dem Vorliegen einer CED assoziiert (Carlsen et al., 2019).

FUr den Biomarker VEGF zeigte sich in unserer Studie eine Korrelation mit dem CRP
(p=0,028). Auch in der Studie von ToSovsky et al. waren die VEGF-Konzentrationen
von Patientinnen unter TNFa-Inhibitortherapie mit den CRP-Konzentrationen
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assoziiert (ToSovsky et al., 2014). Dort zeigte sich im Gegensatz zu unserer Kohorte
zudem eine Assoziation zum BASDAI-Score. In unserer Untersuchung zeigten
Patientinnen mit CED héhere VEGF-Konzentrationen (p=0,057). Bei Patientinnen mit
CED sind bereits erhohte Werte an VEGF im Vergleich zu Kontrollgruppen
nachgewiesen worden (Alkim et al., 2012).

Das akute-Phase Protein SAA korrelierte, wie bereits von Hu et al. beschrieben, auch
in unserer Kohorte mit den Konzentrationen des Entziindungsmarkers CRP (p<0,001)
(Hu et al., 2021). In der selben Studie wurde eine signifikante Korrelation mit dem
BASDAI investigiert, welche in unserer Kohorte nicht beobachtet werden konnte (Hu
et al, 2021). In wunserer GLAS-Kohorte korrelierte SAA mit dem
Krankheitsaktivitatsscore = ASDAS  (p<0,001). Zudem  wiesen in  der
Subgruppenanalyse Patientinnen mit CED signifikant erhohte Werte auf. Dies konnte

an der erhohten Gesamtentzindungsaktivitat im Korper dieser Patientinnen liegen.

Frauen wiesen in unserer Kohorte hohere Konzentrationen des Adipokins Leptin auf
(p<0,001). Auch in vorangegangenen Studien, wie von Hartl et al. wiesen Manner
niedrigere Leptinkonzentrationen als Frauen auf (Hartl et al., 2017, Miranda-Filloy et
al., 2013). Des Weiteren zeigte sich, wie in unserer Kohorte, keine Korrelation mit der
CRP-Konzentration (Hartl et al., 2017). Zudem war in unserer Analyse Leptin mit dem
BASDAI-Score assoziiert. In der Studie von Miranda-Filloy et al. konnte diese
Korrelation nicht gezeigt werden (Miranda-Filloy et al., 2013). Der auch bei uns
sichtbare Zusammenhang der Leptinkonzentrationen mit dem BMI (p<0,001) deckt
sich mit vorangegangenen Studienergebnissen und der wichtigen Rolle Leptins in der
Pathogenese von Adipositas (Buschmann et al., 2020).

Visfatin war in vorangegangen Studien mit der Krankheitsaktivitat von Patientlnnen
assoziiert (Hulejova et al., 2019). Dieses Ergebnis konnte in unserer Analyse nicht
reproduziert werden (Pasdas= 0,146; Poasdai=0,384).

In der Studie von Hartl et al. unterschieden sich die Konzentrationen des HMW-
Adiponektin nach Geschlecht der Patientlnnen, diese Korrelation lag in unserer
Kohorte nicht vor (Hartl et al., 2017). Eine Korrelation zur Funktionalitdt konnte in

unserer Kohorte, wie auch bei Syrbe et al. nicht gezeigt werden (Syrbe et al., 2015) .

Fir den Knochenstoffwechselmarker PIINP zeigte unsere lineare Regression eine
Korrelation mit dem Entzundungsmarker CRP, was bereits fur die Unterform PIIANP
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von Munk et al. beschrieben wurde (Munk et al., 2016). Zudem sahen wir eine
Korrelation mit der Krankheitsaktivitat ermittelt durch den ASDAS. Fur die

Untersuchung dieses Zusammenhangs liegen noch keine Studien vor.

Bezuglich des  Biomarkers  Osteoprotegerin  zeigten  Frauen  hohere
Serumkonzentrationen als Manner (p<0,05), was in der Studie von Genre et al. nicht
vorlag (Genre et al, 2014). Der vorbeschriecbene Zusammenhang zur
Krankheitsaktivitat in der Studie von Genre et al. konnte hier nicht reproduziert werden
(Genre et al., 2014).

4.4 Pradiktion radiografischer Progression
4.4.1 Klinische Parameter zur Pradiktion radiografischer Progression

In der Betrachtung der Prognosefaktoren zur Vorhersage einer radiografischen
Progression stellte sich ein signifikanter Zusammenhang von mannlichem Geschlecht,
einem erhohten CRP, der Symptomdauer, der Anzahl an Syndesmophyten und dem
MSASSS zur Baseline und der radiografischen Progression nach 2, 4 und 6 Jahren
dar. In der GESPIC-Kohorte zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang fur CRP und
Syndesmophyten zu Beginn mit der radiografischen Progression nach 2 Jahren bei
axSpA (Poddubnyy et al., 2012b). Zudem war hier auch der Raucherstatus mit
radiografischer Progression assoziiert, was in unserer Studie nicht der Fall war
(Poddubnyy et al., 2012b). Auch Sari et al. fanden einen Zusammenhang zwischen
radiografischer Progression nach 2 Jahren und mannlichem Geschlecht, einem
Vorliegen von Schaden bei Beginn, und dem CRP der Patientinnen (Sari et al., 2019).
In unserer Kohorte stellte sich ein Zusammenhang zwischen dem BMI| der
Patientinnen zur Baseline und der radiografischen Progression nach 6 Jahren dar.
Dies konnte durch den vorbeschriebenen Zusammenhang des BMIs bis mit einer
erhdhten Krankheitsaktivitat erklart werden (Ortolan et al., 2020).

4.4.2 Biomarker zur Pradiktion radiografischer Progression

Die bei den Patientlnnen in unserer Studie eingesetzte Therapie der TNFa-Inhibitoren,
verandert den Verlauf der Erkrankung und hat einen verzégernden Einfluss auf die
radiografische Progression (Karmacharya et al., 2020). Dieser Effekt tritt vor allem

nach einem Zeitraum von 4 Jahren ein, wobei in der Studie von Sari et al. teilweise
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bereits eine Verlangsamung der radiografischen Progression nach 2 Jahren eintrat
(Sari et al., 2019, Haroon et al., 2013).

Mittels eines Biomarkers, der auch unter dieser Therapie eine radiografische
Progression zuverlassig vorhersagen kann, konnten besonders gefahrdete
Patientinnen fruhzeitig identifiziert werden und diese intensiver therapiert werden, um
schwere, strukturelle Folgeschaden zu vermeiden. In der durchgefuhrten logistischen
Regression zeigten sich signifikante Zusammenhange der Biomarkerkonzentrationen
von Visfatin sowohl im uni- als auch im multivariablen Modell (punivariabei=0,036;
Pmuttivariabei=0,003) und des Biomarkers Calprotectin im multivariablen Modell (p=0,005)
zur Progression nach 2 Jahren nach AMSASSS. In der Studie von 2015 von Syrbe et
al. zeigte sich ebenfalls ein pradiktiver Wert der Visfatinkonzentration zur Baseline
hinsichtlich der radiografischen Progression bei Patientinnen mit r-axSpA nach 2
Jahren (Syrbe et al., 2015). Dieser Vorhersagewert verlor sich in unseren Analysen fur
die Progression nach 4 und 6 Jahren, mdglicherweise, da die radiografische
Progression unter TNFa-Inhibitortherapie nach 4 Jahren grundsatzlich durch die
Therapie gehemmt wird (Ajrawat et al., 2020). Eine weitere Erklarung ware, dass TNF-
a-Inhibitoren anitiinflammatorisch wirken und somit auch die Expression des bei
Entzindung vermehrt vorliegenden Visfatins gehemmt wirde. Visfatin scheint direkt in
die Knochenumbauprozesse bei r-axSpA involviert zu sein und fuhrt zu einer
Aktivierung von Osteoblasten und Chondrozyten (Laiguillon et al., 2014). Das Adipokin
ergab in der ROC-Analyse nach AmSASSS nach 2 Jahren im univariablen Modell eine
AUC=0,600 und somit eine geringe Trennscharfe. Auch in der Studie von Syrbe et al.
2015, zeigte sich fur den Biomarker fur die Vorhersage nach 2 Jahren eine AUC=0,68
von ahnlicher Groflenordnung (Syrbe et al., 2015). Im multivariablen Modell liegt
Visfatin mit der AUC=0,886 in einem deutlich sensitiveren Bereich, jedoch ist die
Verbesserung des Modells im Vergleich zum rein klinischen mit AUC=0,833 nur

gering.

Auch der von uns gezeigte Zusammenhang zu Calprotectin, wurde bereits in der
Studie von Turina et al. 2014 ebenso fur die radiografische Progression nach 2 Jahren
bei Patientlnnen unter Therapie mit NSAR, Steroiden oder bDMARDs beschrieben
(Turina et al., 2014a). Unter TNFa-Inhibitortherapie kam es dort zudem zu einem
Absinken der Calprotectinkonzentration, wodurch sich ein Ruckschluss auf den
Therapieerfolg der Biologikatherapie ziehen lie® (Turina et al., 2014b). Auch fiur
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Calprotectin verschwindet der pradiktive Wert fur die Zeitpunkte 4 und 6 Jahre, was
auf dieselben eben vermuteten Grinde zurlckzufuhren sein kdnnte. Calprotectin
korreliert des weiteren bei Patientinnen mit axSpA mit dem Entziindungsgrad, wodurch
eine Assoziation mit der radiografischen Progression zu erklaren sein kénnte (Hu et
al., 2019). In der ROC-Analyse zur Pradiktion der radiografischen Progression nach 2
Jahren nach AMSASSS wies Calprotectin mit einer AUC=0,608 und nach
Syndesmophyten AUC=0,546 keine Vorhersagekraft auf. Bei Turina et al. 2014 ergab
sich fur die radiografische Progression nach 2 Jahren ein besserer Voraussagewert
mit einer AUC von 0,74 bzw. 0,67 als in unserer Kohorte (Turina et al., 2014a). Im
multivariablen Modell verbesserten sich die Ergebnisse erneut (AUCmsasss=0,885,
AUCsyn=0,770), lagen aber nur knapp Uber den rein klinischen Parametern
(AUCmsasss=0,833, AUCsyn=0,734).

Sclerostin wies in der univariablen logistischen Regression signifikante Ergebnisse fur
die Vorhersage der radiografischen Progression nach 2 Jahren in der Einteilung nach
AMSASSS (p=0,015) und nach Syndesmophyten (p=0,023) auf, sowie flir die
Progression nach 6 Jahren nach Syndesmophyten (p=0,039). Alle Assoziationen
verloren ihre Signifikanz im multivariablen Modell. Sclerostin wirkt als Teil des Wnt-
Signalweges antagonistisch auf osteoproliferative Vorgange und niedrige Serumlevel
waren mit Syndesmophytenneubildung assoziiert, was unsere Ergebnisse fur die
Vorhersage der radiografischen Progression nach 2 Jahren unterstitzt (Appel et al.,
2009).

Der Biomarker Leptin zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit der
radiografischen Progression nach 4 Jahren im uni- und multivariablen Modell
(Punivariabei=0,034; p(muttivariabe)=0,002) und fir 6 Jahren ausschlieRlich im multivariablen
Modell pmuttivariabey=0,018). Bezulglich des pradiktiven Wertes von Leptin, konnten Hartl
etal. 2017 in der Auswertung der ENRADAS-Studie, wie auch in unserer Kohorte, eine
inverse Assoziation der Leptinkonzentration fur die radiografische Progression nach 2
Jahren feststellen, wobei Daten zu langeren Beobachtungszeitraumen nicht vorlagen
(Hartl et al., 2017). Leptin ist als Zytokin sowohl in Entziindungsreaktionen, aber auch
den Knochenstoffwechsel direkt involviert (Chen und Yang, 2015). Der Einfluss des
Leptins auf die Knochenbeschaffenheit erfolgt Uber zwei Wege, eine zentrale und eine
periphere Kaskade (Chen und Yang, 2015). Uber eine leptinbedingte Aktivierung von
Neuronen des ventromedialen Hypothalamus und das sympathische Nervensystem,
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erfolgt eine Regulation der Osteoblasten und Osteoklasten mit dem Resultat einer
Hemmung der Osteogenese (Chen und Yang, 2015). Zudem besteht ein direkter Effekt
auf die Knochenhomdostase Uber Osteoblasten und Chondrozyten, wobei Leptin
peripher zu einer erhéhten Anzahl an Osteoblasten fihrt (Shi et al., 2008, Chen und
Yang, 2015). Leptin wies im univariablen Modell, sowohl fir die Vorhersage der
radiografischen Progression nach 4 Jahren (AUC=0,402), als auch nach 6 Jahren
(AUC=0,488) keinen Voraussagewert der radiografischen Progression auf. Im
multivariablen Modell zeigte sich nach 4 Jahren (AUC=0,919) und auch nach 6 Jahren
(AUC=0,978) ein guter pradiktiver Wert. Im Vergleich mit den klinischen Parametern
(AUCa4yanre=0,843, AUCsuanre=0,978) ergab Leptin nur nach 4 Jahren eine verbesserte

Voraussage.

Auch der Biomarker MMP-3 zeigte sich signifikant mit der radiografischen Progression
im multivariablen Modell nach 6 Jahren assoziiert (p(muttivariabel)=0,043). Bereits 2007
prasentierten Maksymovych et al. Ergebnisse, bei denen MMP-3 sich als Pradiktor der
radiografischen Progression nach 2 Jahren eignete (Maksymowych et al., 2007). Die
Vorhersage dieses Zeitpunktes konnte in unserer Analyse nicht bestatigt werden
(Pmuttivariabei=0,527). MMP-3 ist in Umbauprozesse der Extrazellularen Matrix involviert
(Matrisian, 1990). Seine Synthese wird von proinflammatorischen Zytokinen wie II-1
oder TNF-a angeregt (Ito et al., 1996). In der Studie von Turina et al. kam es zu einem
generellen Absinken der MMP-3 Konzentrationen unter TNFa-Inhibitortherapie, was
auch in unserer Kohorte uber den gesamten Zeitraum von 6 Jahren zu beobachten ist
(Turina et al., 2014b). Der Biomarker eignete sich dort jedoch nicht zur Vorhersage
eines Therapieerfolges unter TNFa-Inhibitortherapie (Arends et al., 2011b). Fur MMP-
3 ergab die univariable ROC-Analyse mit einer AUC=0,575 eine geringe und
unzureichende Trennscharfe. In der multivariablen Analyse ergab sich ein guter
pradiktiver Wert des Biomarkers mit einer AUC=0,943, mit einer leichten Verbesserung
durch diesen gegenuber dem klinischen Modell (AUC=0,915).

Die gesamten Ergebnisse der ROC-Analyse wiesen sehr hohe AUCs auf. Vermutlich
kam dies durch den Einschluss sehr vieler Variablen und ein dadurch entstandenes
yoverfitting“ zustande, sodass diese Ergebnisse weiterer Untersuchungen bedirfen
und eher im Vergleich zum rein klinischen Modell, als in den absoluten Zahlen gesehen

werden mussten.
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Weitere Biomarker konnten in anderen Studien als Pradiktoren der radiografischen
Progression identifiziert werden: Hartl et al. fanden einen signifikanten
Zusammenhang der HMW-Adiponektinkonzentrationen mit der radiografischen
Progression nach 2 Jahren unter NSAR-Therapie, was sich in unserer Kohorte unter
TNFa-Inhibitortherapie nicht bestatigte (Hartl et al., 2017). Auch der Biomarker VEGF
wurde von Poddubnyy et al. als Biomarker zur Vorhersage der radiografische
Progression nach 2 Jahren beschrieben, was in unserer Auswertung ebenfalls nicht
reproduziert werden konnte (Poddubnyy et al., 2014). Zudem zeigte der von uns nicht
in die Auswertung einbezogene Biomarker BMP-2 in der Studie von Perrotta et al. eine
Assoziation mit der radiografischen Progression nach 3 Monaten (Perrotta et al.,
2019). In der bis jetzt grofiten, durchgeflhrten Studie zu Biomarkern zur Vorhersage
der radiografischen Progression, der GO-Raise Studie, zeigte sich lediglich ein
schwacher Vorhersagwert des Interleukins-6, welches in unserer Studie nicht
eingeschlossen wurde (Braun et al., 2014).

In der Untersuchung der Kombinationen von Biomarkern ergaben sich keine
vielversprechenden zusatzlichen Informationen. Biomarkerkombinationen wurden
vorangehend vor allem in der ENRADAS-Kohorte untersucht, wo sich eine signifikante
Assoziation und ein guter Voraussagwert fur die Biomarkerkombination aus Leptin,
HMW-Adiponektin und VEGF zeigte (Rademacher et al., 2019). In unsere Analyse
unserer Patientinnen unter TNFa-Inhibitortherapie, konnte fir diese beschriebene
Kombination kein Zusammenhang zur radiografischen Progression zu keinem

Zeitpunkt nachgewiesen werden.
4.4.3 Biomarkerverlaufe zur Pradiktion der radiografischen Progression

Bei der Prufung des Zusammenhanges der Biomarkerverlaufe zur Vorhersage der
radiografischen Progression zeigte sich Uber den Verlauf von 3 Monaten lediglich
Sclerostin mit einer Progression nach 2 Jahren nach AmSASSS im univariablen Modell
assoziiert, wobei der Zusammenhang im multivariablen Modell verschwand. Fur die
Biomarkerverlaufe Gber 2 Jahre zeigten sich fiir Sclerostin (punivariabel=0,038) fir die
Einteilung nach Syndesmophyten und fir Leptin (pmuttivariabei=0,029) und Visfatin
(pmuttivariabei=0,025) nach AMSASSS signifikante Assoziationen zur Progression nach 4
Jahren. Da alle hier signifikanten Biomarker auch bei der Bestimmung zur Baseline
einen Zusammenhang zur radiografischen Progression aufwiesen und eine
Bestimmung der Verlaufe mit einem deutlich hoheren Aufwand einhergeht und
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beziglich der Signifikanzen keine Uberlegenheit ersichtlich war, kann man diesen

Ergebnissen momentan eine eher untergeordnete Rolle zuschreiben.

4.5 Starken und Limitationen

Starken unserer Studie liegen zunachst im Studiendesign selbst. Hervorzuheben ist
der lange Beobachtungszeitraum von 6 Jahren, sodass zum ersten Mal Biomarker fur
die Pradiktion der radiografischen Progression Uber diesen Zeitraum untersucht
werden konnten. Mit einer Fallzahl von n=86 nach 6 Jahren, war auch zu diesem
Zeitpunkt unser Patientinnenkollektiv noch ausreichend grof3, um relevante Aussagen
treffen zu konnen. Zudem entspricht unsere Kohorte beispielsweise in der
Geschlechterverteilung und dem Anteil an HLA-B27 positiven Patientlnnen ungefahr
den epidemiologischen Verhaltnissen bei axSpA, sodass unsere Kohorte reprasentativ
erscheint. Des Weiteren wurden einige Proteine, wie PIINP zum ersten Mal als
mogliche Biomarker bei r-axSpA untersucht. AulRerdem bietet unsere Studie neue
Erkenntnisse zu bereits identifizierten Biomarkern, welche hier erstmalig unter der
haufig angewandten TNFa-Inhibitortherapie untersucht wurden, wodurch weitere
Ruckschlusse auf den Einfluss dieser Therapieform gezogen werden konnen. Zudem

wurden zusatzlich zu den einzelnen Biomarkern auch Biomarkerverlaufe untersucht.

Limitationen unserer Studie liegen zunachst in der Auswahl des Patientinnenkollektivs.
Es wurden ausschlieBlich Patientinnen mit r-axSpA eingeschlossen, sodass die nr-
axSpA, die auch als Fruhstadium der Erkrankung gesehen werden kann, nicht
bertcksichtigt wurde und unsere Ergebnisse moglicherweise nicht auf den Beginn der
Erkrankung anzuwenden sind. Zudem weist unsere Kohorte mehr Nicht-Progressoren
als Progressoren auf. Auch weist unsere Kohorte deutlich weniger weibliche
Patientinnen auf. Eine weitere Limitation unseres Studiendesigns ist das Fehlen einer
Kontrollgruppe ohne TNFa-Inhibitortherapie. Auch ware eine weitere Bestimmung der

Biomarkerkonzentration zu dem Zeitpunkt von 4 Jahren interessant gewesen.

Des Weiteren konnten die Biomarker BMP-2, RANKL und NTx nicht wie geplant
ausgewertet werden, sodass hier weitere Untersuchungen winschenswert waren. Die
Serumkonzentrationen des erhobenen und ausgewerteten SAAs entsprechen zudem
quantitativ nicht den in anderen Studien vorbeschriebenen Konzentrationen: Wahrend
in unserer Analyse die durchschnittichen Werte um 0,3 pg/ml mit groRRen
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Abweichungen zwischen den Patientlnnen liegen, liegen beispielsweise in der Studie

von Rademacher et al. die Werte um 150 ug/ml (Rademacher et al., 2019).

In der statistischen Auswertung wurde zudem keine“ mixed effects logistic regression®
durchgefuhrt. Diese wirde genauere Ergebnisse bei Betrachtung aller Zeitpunkte
gleichzeitig unter Berlcksichtigung individueller Charakteristika bieten.

Auch eine Adjustierung fur multiples Testen wurde nicht durchgefuhrt, da unsere
Studie eher einen explorativen Charakter aufweist und die Ergebnisse durch weitere
Studien bestatigt werden sollen.

4.6 Ausblick

In unserer Studie ist es gelungen verschiedene Biomarker fur die Vorhersage der
spinalen radiografischen Progression bei r-axSpA nach 2, 4 und 6 Jahren unter TNF
a-Inhibitortherapie zu identifizieren. Die Biomarker Visfatin und Calprotectin zeigten
sich geeignet zur Vorhersage der radiografischen Progression nach 2 Jahren, Leptin
fur die Vorhersage nach 4 Jahren und Leptin und MMP-3 fur die Vorhersage nach 6
Jahren. Sie konnten bei der Identifizierung von Patientinnen mit einem zu
erwartendem, schweren Krankheitsverlauf helfen. Zur Validierung unserer Ergebnisse
sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Weitere Studien zur Replikation unserer Ergebnisse, insbesondere Uber einen
langeren Beobachtungszeitraum waren erforderlich. Zudem ware die Untersuchung
weiterer moglicher Proteine, die in die Pathogenese der axSpA involviert sind, als
mogliche Biomarker winschenswert. Die Moglichkeit der Kombinationen von
Biomarkern und der Untersuchung von Biomarkerverlaufen erfordert ebenfalls noch
weitere Studien. Auch eine Untersuchung eines Patientinnenkollektivs welches mit
neuen Therapien, wie Interleukin-17 Inhibitoren und JAK-Inhibitoren behandelt wurde
und die Untersuchung des Einflusses dieser Therapien auf die
Biomarkerkonzentrationen ware interessant. Unsere durchgefuhrte Studie konnte hier
fur weitere Forschung AnstoR3e liefern.
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